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1    Zusammenfassung 
Das Marburg Virus (MARV), das zur Familie der Filoviridae gezählt wird, ist ein Erreger schwerer Fieber 
mit Letalitätsraten von bis zu 90 %. Das Glykoprotein GP stellt das einzige Oberflächenprotein des 
MARV dar und daher ist sein korrekter Transport zu den „Budding-Sites“ an der Plasmamembran sowie 
seine Inkorporation in neue Viruspartikel essentiell für den viralen Infektionszyklus. Das aktuelle 
Modell beschreibt einen Transport von GP über den klassischen sekretorischen Pfad, der das 
endoplasmatische Retikulum, den Golgi-Apparat und das trans-Golgi-Netzwerk einschließt. Dennoch 
sind weder die exakten Transportschritte zwischen dem Golgi-Apparat und der Plasmamembran noch 
Wirtsfaktoren, die diesen Prozess vermitteln, bekannt. Aus diesem Grund war das Ziel dieser Studie, 
den post-Golgi-Transport von MARV-GP näher zu charakterisieren und potentielle subzelluläre 
Kompartimente sowie Wirtsfaktoren zu identifizieren, die die Beförderung von MARV-GP zur 
Zelloberfläche im Allgemeinen und zu den VP40-reichen „Budding-Sites“ im Besonderen vermitteln. 
Im ersten Teil dieser Arbeit konnte mittels konfokaler Mikroskopie gezeigt werden, dass MARV-GP mit 
Markerproteinen von Recycling Endosomen (Transferrin-Rezeptor, GFP-Rab11) sowohl in transient 
transfizierten als auch in MARV-infizierten Zellen kolokalisiert. Da eine Re-Endozytose von der 
Plasmamembran ausgeschlossen werden konnte, deuteten diese Ergebnisse auf eine Rolle des 
endosomalen Recycling-Systems innerhalb des „biosynthetischen“ Transports von GP zwischen dem 
Golgi-Apparat und der Zelloberfläche. Im zweiten Teil konnte nachgewiesen werden, dass die 
funktionelle Ablation des endosomalen Recycling-Systems durch die Überexpression einer dominant-
negativen Mutante von Myosin Vb (Myosin Vb Tail) zu einer aberranten Verteilung von GP führt, das 
in der Folge innerhalb oder in der Nähe von perinukleären Myosin Vb Tail-Aggregaten akkumuliert. 
Infolge einer Blockade des Transports von GP aus dem Golgi-Apparat, konnte weiter aufgedeckt 
werden, dass GP das Myosin Vb-positive Kompartiment nach Verlassen des Golgi-Apparats erreicht. 
Die Interferenz des GP-Transports durch das dominant-negative Myosin Vb Tail reduzierte darüber 
hinaus signifikant die GP-Level an der Zelloberfläche im Allgemeinen und in VP40-reichen Regionen an 
der Plasmamembran im Besonderen. Im Gegensatz dazu beeinträchtigte die Expression von Myosin 
Vb Tail weder die Verteilung des MARV Matrixproteins VP40 noch von MARV-NP als Hauptkomponente 
der viralen Nukleokapside, was für die Nutzung distinkter Transportwege durch MARV-GP und den 
anderen viralen Strukturproteinen spricht. Überraschenderweise hatte die Inhibition von Rab11, 
einem bedeutenden Regulator von Myosin Vb, durch die Überexpression dominant-negativer bzw. 
konstitutiv-aktiver Mutanten oder durch eine siRNA-vermittelte Depletion keinen Einfluss auf die 
Verteilung oder die Oberflächenexpression von GP, was darauf hindeutet, dass Rab11 nicht essentiell 
für den Transport von MARV-GP ist. 




Zusammengefasst sprechen diese Ergebnisse dafür, dass MARV-GP nach dem Verlassen des Golgi-
Apparats das Myosin Vb-assoziierte endosomale Recycling-System passiert. Ein korrekter Transport 
durch das Recycling-System ist substantiell für die Beförderung von GP zur Zelloberfläche sowie zu den 
VP40-angereicherten Plasmamebranregionen und daher eine wichtige Komponente bei der Bildung 
























1    Summary 
Marburg virus (MARV), belonging to the family Filoviridae, is the causative agent of severe fever with 
lethality rates of up to 90%. The glycoprotein GP represents the only surface protein of MARV and thus 
its proper transport to the budding-sites at the plasma membrane and subsequent incorporation into 
virus particles is essential for the viral infection cycle. Regarding delivery to the cell surface the current 
model presumes trafficking of GP via the classical secretory pathway involving endoplasmic reticulum, 
Golgi apparatus and trans-Golgi-network. However, neither the exact transport steps between the 
Golgi apparatus and the plasma membrane nor host factors regulating trafficking of GP are known. 
Therefore, the aim of this study was to characterize the post-Golgi transport of MARV-GP and to 
identify potential subcellular compartments and host factors mediating trafficking of GP to the cell 
surface in general and to the VP40-enriched budding-sites in particular. 
In the first part of this thesis, it was shown by confocal microscopy that MARV-GP colocalizes with 
marker proteins of recycling endosomes (Transferrin receptor, GFP-Rab11) in transiently transfected 
as well as in MARV-infected cells. Since a re-endocytosis from the plasma membrane could be 
excluded, these results were a hint for a role of the endosomal recycling system during biosynthetic 
transport of GP between the Golgi apparatus and the cell surface. In the second part, it was 
demonstrated that functional ablation of the endosomal recycling system by overexpressing a 
dominant-negative mutant of Myosin Vb (Myosin Vb Tail) leads to an aberrant distribution of GP which 
as a consequence accumulates in or near perinuclear Myosin Vb Tail aggregates. By blocking GP exit 
from the Golgi apparatus, it was further shown that GP enters the Myosin Vb-positive compartment 
after leaving the Golgi. Furthermore, the interference with GP trafficking by dominant-negative Myosin 
Vb Tail significantly reduced GP levels at the cell surface in general and targeting of GP to VP40-
enriched sites at the plasma membrane in particular. In contrast, distribution of MARV matrix protein 
VP40 as well as of MARV-NP, the major component of viral nucleocapsids, were not affected by the 
expression of Myosin Vb Tail pointing towards the use of distinct trafficking pathways by MARV-GP 
and the other viral structural proteins. Surprisingly, inhibition of Rab11, a major Myosin Vb regulator, 
by overexpression of dominant-negative or constitutively active mutants or siRNA-mediated 
knockdown did not perturb GP distribution or surface transport indicating that Rab11 is not essential 
for MARV-GP transport. 
In sum, these results suggest that after leaving the Golgi apparatus MARV-GP transits the Myosin Vb-
associated endosmal recycling system. A proper transit through the recycling system is critical for GP 
transport to the cell surface as well as for its targeting to plasma membrane regions enriched in the 
matrix protein VP40 and therefore an important step during the formation of the MARV envelope.





2.1    Taxonomie und Epidemiologie des Marburg Virus 
Das Marburg Virus (MARV) wird taxonomisch gemeinsam mit dem eng verwandten Ebola Virus (EBOV) 
in die Familie der Filoviridae eingeordnet, deren Name auf der charakteristischen fadenförmigen 
Erscheinung der Viruspartikel in elektronenmikroskopischen Aufnahmen beruht (Abb. 2.3; Kiley et al., 
1982). Innerhalb der Filoviren beinhaltet die Gattung MARV die einzelne Spezies Marburg 
marburgvirus mit den Viren Marburg Virus und Ravn Virus, während die Gattung Ebolavirus die fünf 
Spezies Bundibugyo ebolavirus, Reston ebolavirus, Sudan ebolavirus, Tai Forest ebolavirus sowie Zaire 
ebolavirus umfasst (Abb. 2.1; Maes et al., 2019). In den letzten Jahren konnte zudem eine Reihe 
weiterer Viren in Europa und China identifiziert werden, die in die Familie der Filoviridae 
aufgenommen wurden (Lloviu Virus in der Gattung Cuevavirus; Negredo et al., 2011; Maes et al., 2019) 
oder deren Aufnahme vorgeschlagen wurde (Měnglà Virus; Yang et al., 2019). Aufgrund seiner hohen 
Pathogenität und dem Fehlen von zugelassenen Therapien und Impfstoffen wird das MARV in die 




Abb. 2.1: Taxonomie der Filoviren in der Ordnung Mononegavirales (nach Maes et al., 2019). 




Auf molekularer Ebene besitzen Filoviren ein einzelsträngiges, nicht segmentiertes RNA-Genom in 
negativer Polarität und werden daher in die Ordnung Mononegavirales klassifiziert, die eine Vielzahl 
für den Menschen bedeutsame Virusfamilien wie die Rhabdoviridae (Rabies Virus) oder die 
Paramyxoviridae (Masern Virus, Nipah Virus) umfasst (Abb. 2.1; Maes et al., 2019).  
Der erste bekannte Ausbruch des MARV datiert auf das Jahr 1967, als in der namensgebenden Stadt 
Marburg an der Lahn (Deutschland) mehrere Labormitarbeiter der ortsansässigen Behringwerke 




Krankheit betraf insgesamt 32 Patienten in Marburg, Frankfurt und Belgrad, von denen sieben 
verstarben (Letalitätsrate 22 %; Slenczka und Klenk, 2007). Von der Lokalzeitung zunächst als 
„mysteriöse Erkrankung“ betitelt (Oberhessische Presse, 24.08.1967), stellte sich wenig später heraus, 
dass es sich bei dem Erreger um ein neuartiges Virus handelte, das über für die Produktion des 
Abb. 2.2: Geographische Lokalisation und Fallzahlen der MARV Ausbrüche von 1967 bis 2017. 
Links: Geographische Karte von Europa und Afrika. Rot markierte Länder haben in der Vergangenheit MARV-Ausbrüche 
gemeldet. Rechts: Auflistung aller MARV-Ausbrüche nach Ländern. Fallzahlen (grau) und Todesfälle (rot) sind als absolute 
Zahlen und in Form eines Balkendiagramms angegeben. Nicht aufgeführt ist eine 1990 in Russland aufgetretene 
Laborinfektion (Nikiforov et al., 1994). Die geographische Karte basiert auf der Mollweide-Weltkarte (0°) der Webseite 
www.mygeo.info (CC BY 3.0-Lizenz). Fallzahlen sind entnommen aus Slenczka und Klenk, 2007; CDC, 2014; WHO, 2017. 




Polioimpfstoffes aus Uganda importierte Äthiopische Grünmeerkatzen (Chlorocebus aethiops) seinen 
Weg nach Europa gefunden hatte (Siegert et al., 1967; Siegert et al., 1968; Luby und Sanders, 1969; 
Slenczka und Klenk, 2007; Brauburger et al., 2012). Im Anschluss an diese ersten dokumentierten Fälle 
in Europa, kam es immer wieder zu sporadischen MARV-Ausbrüchen vor allem in Zentral- und 
Ostafrika, zuletzt im Oktober 2017 in Uganda (CDC, 2014; WHO, 2017). Die Letalitätsraten der MARV-
Ausbrüche mit mehr als einem Fall lagen dabei zwischen 25 % (Uganda, 2007; Adjemian et al., 2011) 
und 90 % (Angola, 2004/2005; Towner et al., 2006). Abb. 2.2 gibt einen Überblick über die Lokalisation 
sowie die Fallzahlen der dokumentierten MARV-Ausbrüche. 
 
Während die Infektionszahlen in vergangenen MARV-Ausbrüchen relativ gering blieben (maximal 252 
Fälle in Angola 2004/2005; Towner et al., 2006), zeigen die Fallzahlen des eng verwandten EBOV, dass 
Filoviren eine große Bedeutung für die globale Gesundheit besitzen. Das EBOV wurde erstmals im Jahre 
1976 identifiziert, als es einen Ausbruch einer den Symptomen des MARV ähnlichen Erkrankung in der 
heutigen Demokratischen Republik Kongo mit 318 Fällen und einer Letalitätsrate von 88 % auslöste 
(Bowen et al., 1977; WHO, 1978). Globale Aufmerksamkeit erfuhr das EBOV vor allem während des 
bisher größten Ausbruchs in Westafrika, der zwischen 2013 und 2016 für 28,652 Fälle und 11,325 
Todesopfer (Letalitätsrate ca. 40 %) verantwortlich war (Bell et al., 2016). Darüber hinaus sieht sich die 
Demokratische Republik Kongo aktuell mit der bislang zweitgrößten EBOV-Epidemie konfrontiert, die 
bis zum 30. April 2019 1,495 Fälle mit 984 fatalen Verläufen zählt (Letalität 66 %; WHO, 2019). 
 
2.2    Transmission und Klinik 
Bei den Filoviren handelt es sich um hochpathogene, sog. zoonotische Erreger, die zwar ein Tier als 
natürlichen Reservoirwirt, d.h. als symptomlosen Träger, besitzen, die aber dennoch unter bestimmten 
Umständen auf den Menschen übertragen werden können. Dieses natürliche Reservoir konnte im Falle 
des MARV als die Flughund-Spezies Rousettus aegyptiacus (Nilflughund) identifiziert werden 
(Swanepoel et al., 2007; Towner et al., 2009) und auch im Falle des EBOV bestehen ebenfalls starke 
Hinweise auf eine Verbreitung in Flughunden und Fledermäusen (Leroy et al., 2005; Goldstein et al., 
2018). Eine Transmission auf den Menschen setzt einen direkten Kontakt mit Körperflüssigkeiten wie 
Blut oder Speichel infizierter Tiere oder Menschen voraus, wobei häufig kleinere Schleimhautläsionen 
als Eintrittspforten dienen (Simpson et al., 1977; Brauburger et al., 2012). Aus diesem Grund besteht 
insbesondere ein hohes Infektionsrisiko für Personen mit engem Patientenkontakt, wie z.B. Ärzten und 
Krankenpflegern in den Risikogebieten oder Teilnehmern von traditionellen Beerdigungsriten, die 
häufig eine Berührung des Verstorbenen vorsehen (Manguvo und Mafuvadze, 2015; Selvaraj et al., 
2018). MARV und EBOV konnten zudem in der Samenflüssigkeit akut infizierter wie auch bereits als 
geheilt geltender Patienten detektiert werden, was in der Folge zu wahrscheinlich sexuell 




transmittierten Sekundärinfektionen führte, die teilweise mehrere Monate nach dem Abklingen der 
Symptome auftraten (Martini und Schmidt, 1968; Uyeki et al., 2016). Die Tatsache, dass die Viren 
zusätzlich auch in Tränenflüssigkeit und Muttermilch detektiert werden konnten, spricht für die 
Fähigkeit von Filoviren, eine persistente Infektion in immunologisch privilegierten Organen zu 
etablieren (Brauburger et al., 2012; Brainard et al., 2016; Coffin et al., 2018). 
All diese Faktoren unterstreichen, dass Filovirus-Ausbrüche eine gut organisierte Identifizierung von 
Transmissionsketten, eine zielgerichtete Aufklärung der betroffenen Bevölkerung sowie eine adäquate 
protektive Ausrüstung von Ärzten und Pflegern durch die globalen und lokalen Gesundheitsbehörden 
erfordern. 
 
Die klinische Manifestation einer MARV-Infektion äußert sich im Menschen vor allem durch das 
Auftreten von schweren Fiebern. Dabei wird der Infektionsverlauf hauptsächlich in vier Phasen 
unterteilt. Nach der Inkubationszeit von 3-21 Tagen setzen zunächst initiale grippeartige Symptome 
mit hohem Fieber (> 39 °C), starken Kopfschmerzen und Myalgien ein, bevor sich die Erkrankung in der 
frühen organischen Phase mit gastrointestinalen Beschwerden einschließlich Diarrhoe und Erbrechen 
fortsetzt. Auch von neurologischen Symptomen wie Enzephalitiden und Delirium wird berichtet, 
während sich weitere Infektionsherde insbesondere in Milz, Leber und Nieren befinden. Im Übergang 
zur späten organischen Phase treten durch eine erhöhte vaskuläre Permeabilität bereits erste 
Hämorrhagien und Petechien auf. Zu diesem Zeitpunkt entscheidet sich, ob der Patient in die 
Rekonvaleszenzphase oder in die klinische Endphase der Infektion eintritt. Fatale Verläufe sind final 
vor allem geprägt von weitreichenden metabolischen Dysfunktionen und Multiorganversagen, was 
letztlich den Tod zur Folge hat (Absatz inhaltlich entnommen aus Martini, 1969; Stille und Böhle et al., 
1971; Mehedi et al., 2011b; Brauburger et al., 2012). 
 
2.3    Antivirale Therapien und Vakzinen 
Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es weder eine zugelassene Therapie noch einen Impfstoff gegen das 
MARV. Dennoch existieren einige vielversprechende, experimentelle Ansätze, die mit Blick auf das 
EBOV teilweise bereits in Ausbruchsszenarien erfolgreich angewendet wurden.  
Als aussichtsreichster Kandidat für eine erfolgreiche Vakzine muss dabei das auf einem rekombinanten 
Vesikulären Stomatitis Virus (rVSV) basierende rVSV-ZEBOV genannt werden. Dieser Impfstoff, von 
dem auch eine auf das MARV abzielende Variante (rVSV-MARV) existiert, gehört zu den sog. Vektor-
basierten Vakzinen, bei denen ein Immunogen des (hochpathogenen) Zielvirus in das Genom eines 
zweiten, weit weniger humanpathogenen Virus eingebaut wird. Dieses replikationskompetente 
Vektorvirus produziert im Rahmen seiner eigenen Vermehrung anschließend das fremde Immunogen, 
das in der Folge eine Immunreaktion des Körpers und damit eine protektive Wirkung gegen das 




Zielvirus induziert (Überblick in Humphrey und Sebastian, 2018). Im Falle der gegen Filoviren 
gerichteten rVSV-Impfstoffe wird das stark immunogene Oberflächen-Glykoprotein GP des MARV bzw. 
EBOV in das VSV-Genom eingeführt, woraufhin die neuen rekombinanten VSV-Partikel das GP in neue, 
freigesetzte Virionen einbauen (Jones et al., 2005; Marzi et al., 2011; Geisbert und Feldmann, 2011). 
Während eine Infektion mit VSV beim Menschen generell nur eine milde oder gar keine Symptomatik 
nach sich zieht, wird dem Immunsystem gleichzeitig durch die GP-tragenden Viren das filovirale 
Immunogen präsentiert (Brandly und Hanson, 1957; Geisbert und Feldman, 2011). Dies führt in der 
Folge zum Aufbau einer starken humoralen wie auch zellulären Immunreaktion, die in Nicht-
menschlichen Primaten (NHPs) eine verlässlichen Schutz gegen die Infektion mit MARV und EBOV 
generierte (Jones et al., 2005; Marzi et al., 2011; Geisbert und Feldmann, 2011; Marzi et al., 2019). 
Interessanterweise konnte sogar eine, wenn auch limitierte, Wirkung der rVSV-Impfstoffe in Form 
einer Postexpositions-Behandlung beobachtet werden (Marzi et al., 2011; Geisbert und Feldmann, 
2011; Marzi et al., 2016). Während des EBOV-Ausbruchs 2013-2016 in Westafrika wurde der rVSV-
ZEBOV-Impfstoff im Rahmen einer als Ringvakzinierung angelegten klinischen Studie für die 
Verwendung im Menschen getestet und erzielte dabei eine sehr gute Wirksamkeit (Henao-Restrepo 
et al., 2015). Momentan befindet sich der Impfstoff in der klinischen Phase III (Henao-Restrepo et al., 
2017).  
Weitere Impfstoffkandidaten, die sich zur Zeit in der klinischen Entwicklung befinden, umfassen u.a. 
das auf einem attenuierten Schimpasen-Adenovirus-basierende ChAd3-ZEBOV oder einen 
Kombinationsimpfstoff, der das Adenovirus 26 sowie das modifizierte Vaccinia Virus Ankara als Vektor 
nutzt (De Santis et al., 2016; Milligan et al., 2016; Domi et al., 2018; Überblick in Mire et al., 2016). 
 
Auch auf dem Feld der anti-filoviralen Therapie wurden in den letzten Jahren enorme Fortschritte 
erzielt. So zeigte sich ein Cocktail aus verschiedenen monoklonalen Antikörpern gegen EBOV-GP 
(ZMapp) als effektiv im NHP-Modell gegen EBOV (Qiu et al., 2014; Davidson et al., 2015) und wurde 
auch bereits in Ausbruchsszenarien eingesetzt. In einer an 72 Patienten durchgeführten klinischen 
Studie in Westafrika verringerte der Einsatz des Medikaments zwar die Mortalität, konnte die 
statistischen Kriterien zu einer Überlegenheit gegenüber einer symptomatische Therapie plus orale 
Applikation von Favipiravir (s.u.) jedoch nicht erfüllen (Davey et al., 2016).  
Ein weiterer aussichtsreicher Kandidat ist das Favipiravir, ein Inhibitor der RNA-abhängigen RNA-
Polymerase diverser RNA-Viren, das aufgrund seiner Wirkweise als potentielles Breitband-
Virostatikum gehandelt wird (Furuta et al., 2013; 2017). Im Hinblick auf eine antivirale Aktivität 
gegenüber Filoviren zeigte sich in Versuchen mit NHPs, dass Favipiravir insbesondere eine Wirkung 
gegen das MARV entfaltet, während die Effekte auf EBOV weniger ausgeprägt waren (Bixler et al., 
2018). Daten, die aus klinischen Studien während des EBOV-Ausbruchs in Westafrika gewonnen 




wurden, zeigen Inkonsistenzen. Eine erste Studie konnte einen klinischen Nutzen der Favipiravir-
Therapie feststellen, während dies in einer zweiten nur für Patienten mit schwacher bis mittlerer 
Viruslast bestätigt werden konnte (Bai et al., 2016; Sissoko et al., 2016). Eine retrospektive Studie sieht 
parallel zum ZMAPP zwar eine verbesserte Überlebensrate, jedoch keinen statistisch signifikanten 
Effekt (Kerber et al., 2019). 
 
Während insbesondere die Entwicklung eines Impfstoffes gegen Filoviren sehr vielversprechend 
verläuft, bleiben noch viele offene Fragen, z.B. bezüglich des tatsächlichen Langzeitschutzes der 
Vakzinen oder beobachteter Nebenwirkungen bei der Applikation. Diese Fragen zu adressieren und 
dabei die bestehenden Vakzin- und Therapiekandidaten zu wirksamen Waffen im Kampf gegen EBOV 
und MARV weiterzuentwickeln bleibt daher auch zukünftig ein primäres Ziel der virologischen 
Forschung. 
 
2.4    Morphologie und Genomstruktur des Marburg Virus 
Die Virionen des MARV erscheinen in elektronenmikroskopischen Aufnahmen als membranumhüllte 
Partikel mit etwa 10 nm langen „Spike“-förmigen Protrusionen, die von dem transmembranen, 
glykosylierten Oberflächenprotein GP gebildet werden (Bharat et al., 2011). Die Virionen weisen 
größtenteils die für die Familie der Filoviridae charakteristische filamentöse Struktur auf, die häufig zu 
einer an eine sechs erinnernden Form gebogen sind (Peters et al., 1971; Geisbert und Jahrling, 1995; 
Bharat et al., 2011). Darüber hinaus können auch sphärische Partikel detektiert werden, die eine 
verminderte Infektiosität besitzen und deren Anteil im Verhältnis zu den filamentösen Formen mit 
zunehmender Infektionszeit steigt (Welsch et al., 2010). Der Durchmesser der Virionen liegt relativ 
einheitlich bei ca. 78-80 nm, während die Länge stark variieren kann. Geisbert und Jahrling berichten 
für das MARV eine Medianlänge von 795-828 nm (Durchschnitt 869 nm), während EBOV-Partikel bei 
einem Median von 990-1086 nm (Durchschnitt 1215 nm) etwas länger erscheinen. Dennoch wurden 
in dieser Studie auch deutlich kürzere sowie deutlich längere Formen gefunden, die im Falle des EBOV 
teilweise bis zu 2000 nm Länge erreichten (Geisbert und Jahrling, 1995). 
Auf Proteinebene setzt sich das MARV aus den sieben Strukturproteinen NP, VP35, VP40, GP, VP30, 
VP24 und L zusammen, die auf dem 19,1 Kilobasen umfassenden einzelsträngigen, nicht segmentierten 
RNA-Genom in negativer Orientierung in jeweils einem eigenen offenen Leserahmen (OLR) kodiert 
werden (Feldmann et al., 1992; Details in Abb. 2.3 sowie im Abschnitt 2.5). Außer im Falle der 
überlappenden OLR von VP30 und VP24, sind die OLR dabei in der Regel durch untranslatierte, 
intergenische Regionen separiert, in denen konservierte Sequenzmotive für die Initiation und 
Termination der Transkription lokalisiert sind (Feldmann et al., 1992; Mühlberger et al., 1996). 
Besonders zu erwähnen ist, dass der OLR von MARV-GP ausschließlich für das vollständige Protein 




kodiert, während im Falle des EBOV eine Synthese des GP in voller Länge nur durch transkriptionelles 
„Gene Editing“ erreicht wird (Volchkov et al., 1995; Sanchez et al., 1996; Feldmann et al., 1999). Durch 
diesen Mechanismus produziert das EBOV mindestens zwei weitere Nicht-Strukturproteine auf Basis 
der GP-Sequenz, die vor allem immunmodulative Funktionen zu besitzen scheinen (Volchkova et al., 
1998; Mehedi et al., 2011a; Volchkova et al., 2015). Die kodierenden Bereiche werden zusätzlich durch 
nicht translatierte 3’-Leader- bzw. 5’-Trailer-Sequenzen flankiert, die regulatorische Motive für den 
Replikationsstart enthalten (Feldmann et al., 1992). 
 
 
Das RNA-Genom des MARV wird durch das Nukleoprotein NP helikal enkapsidiert und dadurch 
stabilisiert. Das NP-enkapsidierte Genom formiert gemeinsam mit der RNA-abhängigen RNA-
Polymerase L sowie den viralen Proteinen VP24, VP30 und VP35 den Ribonukleoprotein (RNP)-
Komplex bzw. das Nukleokapsid (Becker et al., 1998; Bharat et al., 2011; Abb. 2.3 A). Die Innenseite 
der Membranhülle wird durch das Matrixprotein VP40 ausgekleidet, das die Assoziation zwischen dem 
Abb. 2.3: Aufbau und Morphologie des MARV. 
(A) Oben: kolorierte elektronenmikroskopische Aufnahme eines MARV-Partikels; grün: Nukleokapsid; rot: Virushülle mit 
dem Oberflächenprotein GP und dem darunterliegenden Matrixprotein VP40. Unten: Schematische Darstellung der 
Lokalisation der sieben Strukturproteine in einem MARV-Partikel. (B) Genomstruktur des MARV. (modifiziert zur Verfügung 
gestellt von L. Kolesnikova und G. Schudt) 




RNP-Komplex und der Lipidhülle vermittelt und zudem die filamentöse Form der Virionen deteminiert 
(Noda et al., 2002; Swenson et al., 2004; Kolesnikova et al., 2004b; Bharat et al., 2011; Abb. 2.3 A). Das 
Glykoprotein GP stellt das einzige Oberflächenprotein des MARV dar und ist in homotrimerer Form in 
die Hüllmembran eingelagert. (Feldmann et al., 1991; Bharat et al., 2011; Abb. 2.3 A). 
 
2.5    Virale Strukturproteine 
GP   Mit dem Glykoprotein GP besitzt das MARV ein einziges Oberflächenprotein, das als 
Homotrimer in der viralen Hüllmembran verankert ist (Feldmann et al., 1991). Das GP spielt eine 
essentielle Rolle im Replikationszyklus des MARV, da es mit der Adsorption der Viren an die Zielzelle, 
der Rezeptorbindung im späten Endosom sowie der Fusion der viralen mit der endosomalen Membran 
den Eintritt des Virus in die Zielzelle und die anschließende Genomfreisetzung ins Zytoplasma 
ermöglicht (Carette et al., 2011; Coté et al., 2011; Miller et al., 2012). Damit ist es für eine erfolgreiche 
Infektion unerlässlich.  
Das MARV-GP besteht aus 681 AS, die strukturell in eine große N-terminale Ektodomäne (ED, AS 1-
642), eine hydrophobe Transmembrandomäne (TMD, AS 643-673) sowie eine kurze, hydrophile 
zytoplasmatische Domäne am C-Terminus (CD, AS 674-681) unterteilt werden kann (Will et al., 1993; 
Überblick in Mittler et al., 2013). In der ED befinden sich weiterhin die Rezeptorbindende Domäne 
 
 
(RBD, AS 38-188; Kuhn et al., 2006), die stark N- und O-glykosylierte Muzin-ähnliche Domäne (MLD, AS 
289-501; Feldmann et al., 1991; Geyer et al., 1992), die interne Fusionsschleife (IFL, AS 511-552; 
Weissenhorn et al., 1998; Koelhoffer et al., 2012) sowie die Oligomerisierungsdomäne (AS 584-599; 
Feldmann et al., 1991). Wichtig für die Aktivität des GP als virales Klasse I-Fusionsprotein sind 
Abb. 2.4: Schematischer Aufbau von MARV-GP. 
Der prinzipielle Aufbau des MARV-GP folgt dem Muster eines typischen Typ I-Transmembranproteins und beinhaltet eine 
N-terminale Ektodomäne (ED, AS 1-642) mit dem bei der Translation abgespaltenen Signalpeptid am äußersten N-Terminus 
(SP, AS 1-33), eine Transmembrandomäne (TMD, AS 643-673) sowie eine kurze, C-terminale zytoplasmatische Domäne (CD, 
AS 674-681). Weitere funktionelle Regionen des GP-Proteins umfassen vom N-Term aus gesehen: die Rezeptor-bindende 
Domäne (RBD, AS 38-188), die stark N- und O-glykosylierte Muzin-ähnliche Domäne (MLD, AS 289-501), die interne 
Fusionsschleife (ILF, AS 511-552) mit den N- bzw. C-terminalen Heptadenmuster (NHR, AS 553-596 / CHR, AS 616-633) sowie 
zwei Acylierungsstellen (A, AS 671+673). Der rote Pfeil deutet auf die Furin-Spaltstelle an AS 435, an der das Vorläuferprotein 




 gespalten wird. Goldene Sterne 
kennzeichnen N-Glykosylierungsstellen. Die Abbildung wurde modifiziert entnommen aus Mittler, 2009. 




außerdem die N- und C-terminalen Heptadenmuster (NHR/CHR) an AS 553-596 bzw. AS 616-633 
(Harrison et al., 2012; Koelhoffer et al., 2012). Als Typ I-Transmembranprotein besitzt das GP zudem 
ein Signalpeptid am äußersten N-Terminus (AS 1-33), das während der Translation an der Membran 
des rauen endoplasmatischen Retikulums (rER) abgespalten wird (Will et al., 1993). Das MARV-GP 
besitzt zudem zwei Phosphorylierungsstellen in der ED (AS 260 + 273; Sänger et al., 2002), 19 N- und                              
30 potentielle O-Glykosylierungsstellen (Feldmann et al., 1991; Geyer et al., 1992; Will et al., 1993), 
eine Furin-Spaltstelle innerhalb der MLD (AS 435; Volchkov et al., 2000) sowie zwei Acylierungsstellen 
am C-terminalen Ende der TMD (AS 671 + 673; Funke et al., 1995). Abb. 2.4 gibt einen schematischen 
Überblick über die Struktur und die wichtigsten Domänen von MARV-GP. 
 
Während der Synthese des GP im rER erfolgt bereits die kotranslationale Addition von Mannose-
reichen Glykanen (N-Glykosylierung), wodurch sich die unreife ER-Form (preGPER) mit einem 
Molekulargewicht von ca. 140 kDa bildet, die sich durch eine Sensitivität gegenüber der 
Endoglykosidase H (Endo H) auszeichnet (Becker et al., 1996). Im Anschluss wird das GP, dem 
klassischen sekretorischen Transportweg folgend, in den Golgi-Apparat weitergeleitet, in dem die 
Mannose-reichen Glykane zu komplexen N-Glykanen modifiziert werden, wodurch sich die Endo H-
resistente Form bildet (Becker et al., 1996; Bieberich, 2014). Durch die weitere Addition von O-
Glykanen entsteht die reife Form des GP, die im trans-Golgi-Netzwerk (TGN) schließlich an Position 
435 durch die Prohormonkonvertase Furin in die beiden Unterheiten GP1 (170 kDa) und GP2 (46 kDa) 
gespalten wird, die über eine Disulfidbrücke miteinander verknüpft bleiben (Feldmann et al., 1991; 
Geyer et al., 1992; Will et al., 1993; Becker et al., 1996; Volchkov et al., 2000). Im Gegensatz zu vielen 
anderen viralen Glykoproteinen besitzt die Spaltung von GP im Golgi-Apparat durch Furin jedoch nur 
eine geringe Bedeutung für die Replikationskompetenz des MARV (Ströher et al., 2007).  
Nach dem Verlassen des TGN wird MARV-GP über vesikulären Transport zur Plasmamembran (PM) 
befördert (Becker et al., 1996; Mittler et al., 2013). Dabei führt die Koexpression des Matrixproteins 
VP40 zu einer Redistribution von GP in VP40-reiche Clusterstrukturen an der PM und zu einer 
Inkorporation von GP in freigesetzte filamentöse Virus-ähnliche Partikel (VLPs) (Noda et al., 2002; 
Kolesnikova et al., 2004b; Swenson et al., 2004). Die Zusammenkunft von GP und VP40 wird daher als 
kritischer Schritt zur Bildung der viralen Hülle angesehen, bei der multivesikuläre Strukturen mit 
Charakteristika von späten Endosomen, sog. „multivesicular bodies“ (MVBs), beteiligt zu sein scheinen 
(Kolesnikova et al., 2002; 2004a; 2004b). Außerdem konnte gezeigt werden, dass der TMD des MARV-
GP eine substantielle Sortierungsfunktion für die Umverteilung von GP zu den VP40-Clustern zukommt, 
während eine Deletion der MLD oder der CD weder das Transportverhalten noch die Inkorporation 
von MARV-GP in filamentöse VLPs beeinträchtigt (Manicassamy et al., 2007; Mittler et al., 2007; 2011; 
2013; Mittler, Schudt, Halwe et al., 2018). Unklar bleibt jedoch, wo genau GP und VP40 erstmals 




aufeinandertreffen, über welchen Mechanismus GP zu den VP40-reichen Regionen gelangt und ob 
weitere zelluläre Kompartimente involviert sind. 
Mit Blick auf die solitäre Expression von MARV-GP konnte mithilfe der Kombination von Zytoskelett-
modifizierenden Inhibitoren und konfokaler sowie Lebendzellmikroskopie aufgedeckt werden, dass 
MARV-GP entlang des Tubulin-Zytoskeletts transportiert wird (Mittler, Schudt, Halwe et al., 2018). 
Darüber hinaus ist bislang jedoch unbekannt, mit welchen subzellulären Kompartimenten und 
Wirtsfaktoren die Beförderung von GP zwischen dem TGN und der PM im Detail verknüpft ist. Eine 
Studie über die Mechanismen der Freisetzung von Filoviren legt nahe, dass sowohl MARV- als auch 
EBOV-GP in sog. „Lipid Raft“-Domänen lokalisiert ist (Bavari et al., 2002), die als dynamische Sterol- 
und Sphingolipid-reiche Membransubkompartimente mit spezifischer Proteinzusammensetzung 
definiert werden können („dynamic nanoscale sterol, sphingolipid-enriched, ordered assemblies of 
specific proteins”, Simons und Sampaio, 2011). Eine weitere Studie konnte die Assoziation von EBOV-
GP und „Lipid Rafts“ allerdings nicht bestätigen (Lopez al., 2012), was auch den Zusammenhang von 
MARV-GP und „Lipid Rafts“ infragestellt. Für das EBOV-GP konnten außerdem kürzlich zwei spezifische 
N-Glykosylierungsstellen an den Positionen N563 und N618 identifiziert werden, die essentiell sowohl 
für die korrekte Prozessierung und Faltung des GP während der ER/Golgi-Passage als auch für die 
Inkorporation in HIV-1-Pseudovirionen waren, während sich die restlichen N-Glykosylierungsstellen als 
entbehrlich erwiesen (Lennemann et al., 2015; Wang et al., 2017). Auch im Falle des MARV-GP konnte 
mithilfe einer generellen Inhibition der N-Glykosylierung durch das Nukleosid-Antibiotikum 
Tunicamycin gezeigt werden, dass eine korrekte N-Glykosylierung essentiell für den Transport zur 
Zelloberfläche ist (Becker et al., 1996). Welche AS des MARV-GP hierbei im Detail eine Rolle spielen, 
ist derzeit noch offen. 
In polarisierten Epithelzellen ist solitär exprimiertes MARV-GP an der apikalen Membran lokalisiert, 
während die Freisetzung von MARV-Partikeln basolateral erfolgt (Sänger et al., 2001). Analog zu den 
Membranclustern in unpolarisierten Zellen bewirkt auch hier die Präsenz des basolateral sortierten 
VP40 eine partielle Redistribution von GP von der apikalen zur basolateralen Membran als 
Voraussetzung der Freisetzung infektiöser, GP-haltiger Virionen (Sänger et al., 2001; Kolesnikova et al., 
2007b). 
 
Die Bedeutung des GP für den Replikationszyklus des MARV tritt insbesondere beim Eintritt in die 
Zielzellen zutage, da GP als einziges Oberflächenprotein des Virus an allen zentralen Schritten von der 
Adsorption bis zur Freisetzung der Genome ins Zytoplasma der Zelle in zentraler Rolle partizipiert. So 
vermittelt das stark glykosylierte GP zunächst die initiale Bindung des MARV an bestimmte Strukturen 
auf der Zelloberfläche und induziert so eine Ankonzentration der Viren auf der Zelle. Zu diesen GP-
affinen Strukturen zählen dabei vor allem Glykan-bindende C-Typ Lektine wie DC-SIGN („dendritic 




cellspecific ICAM-3-grabbing non-integrin“), LSECtin („liver and lymph node sinusoidal endothelial cell 
C-type lectin“), hGML („human macrophage galactose- and N-acetylgalactosamine-specific C-type 
lectin“) oder der hepatische Asialoglykoproteinrezeptor (Becker et al., 1995; Takada et al., 2004; Marzi 
et al., 2004; Gramberg et al., 2005; Hoffmann-Winkler et al., 2012). Zudem konnte für Epithel- und T-
Zellen eine Rolle des Oberflächenproteins TIM-1 („T-cell immunoglobulin and mucin domain 1“) 
gezeigt werden (Kondratowicz et al., 2011; Hoffmann-Winkler et al., 2012). Die Bindung an den 
spezifischen Rezeptor Niemann-Pick C1 (NPC1) erfolgt nicht an der PM, sondern intrazellulär im 
endolysosomalen System (Carette et al., 2011; Coté et al., 2011; Miller et al., 2012; Hunt et al., 2012). 
Damit das GP in der Lage ist, seinen Rezeptor zu binden, muss jedoch zunächst die RBD exponiert 
werden, die durch die Glykankappe und die MLD abgeschirmt ist (Lee et al., 2008; Hashiguchi et al., 
2015; Bornholdt et al., 2016). Im Falle des EBOV wird das GP im azidifizierten Endosom durch die 
Cathepsine B und L gespalten, während für das MARV-GP eine noch unbekannte Cystein-Protease 
diese Aufgabe zu übernehmen scheint (Chandran et al., 2005; Gnirß et al., 2012; Misasi et al., 2012). 
In der Folge bindet das gespaltene GP den endosomalen Rezeptor NPC1 und initiiert mithilfe der IFL 
sowie den NHR und CHR die Fusion der viralen mit der endosomalen Membran, um eine Freisetzung 
der Nukleokapside zu ermöglichen (Carette et al., 2011; Coté et al., 2011; Miller et al., 2012; Harrisson 
et al., 2012; Koellhoffer et al., 2012). 
 
VP40   Das Matrixprotein VP40 des MARV stellt ein multifunktionelles, peripheres 
Membranprotein dar, das in zentralen Bereichen des Replikationszyklus wie Replikation und 
Transkription, Assemblierung und Freisetzung oder der Partikel-Morphologie involviert ist. MARV-
VP40 setzt sich aus 303 AS zusammen, die in zwei über eine flexible „Linker“-Region verbundene 
Domänen unterteilt werden können. Die N-terminale Domäne enthält dabei wichtige, konservierte 
Sequenzen für die Homo-Oligomerisierung sowie für die Interferon (IFN)-antagonistische Funktion von 
VP40, während in der C-terminalen Domäne umfangreiche kationische Motive für die Interaktion mit 
anionischen Lipiden lokalisiert sind (Valmas et al., 2010; 2011; Bornholdt et al., 2013; Oda et al., 2015; 
Wijesinghe und Stahelin, 2015; Wijesinghe et al., 2017). Die Funktionen von VP40 sind eng mit seinem 
oligomeren Status verknüpft. So wird das Protein zunächst als Monomer im Zytoplasma synthetisiert, 
lagert sich jedoch schnell über die N-terminale Domäne zu Schmetterlings-förmigen Dimeren 
zusammen, die wahrscheinlich die Transportform von VP40 darstellen (Bornholdt et al., 2013; Oda et 
al., 2015). Infolge einer spezifischen Interaktion des kationischen C-Terms mit anionischen Lipiden wie 
Phosphatidylserin (PS) an der inneren PM erfährt das Dimer eine Konformationsänderung, die zu einer 
engen Assoziation von VP40 mit der Lipidmembran führt. Infolgedessen oligomerisiert das VP40 zu 
Hexameren, die wiederum untereinander interagieren und so schließlich die sukzessive Entstehung 
der charakteristischen VP40-Matrix an der PM einleiten, die letztlich auch in freigesetzten Virionen 




wiederzufinden ist (Bornholdt et al., 2013; Oda et al., 2015; Wijesinghe und Stahelin, 2015; Wijesinghe 
et al., 2017; Bhattarai et al., 2017). Für EBOV-VP40 ist zudem gezeigt, dass eine oktamere, RNA-
bindende Form eine wichtige Rolle bei der Regulation von Replikation und Transkription spielt (Gomis-
Rüth et al., 2003; Hoenen et al., 2005; Hoenen et al., 2010; Bornholdt et l., 2013). 
 
In Untersuchungen zum Transport von MARV-VP40 konnte eine intrazelluläre Assoziation mit 
endosomalen Membranen, insbesondere MVBs mit Charakteristika von späten Endosomen, 
beobachtet werden, sodass eine Beförderung von VP40 über den retrograden spätendosomalen 
Transportweg postuliert wurde (Kolesnikova et al., 2002; 2004a; 2007a). Eine weitere Studie konnte 
darüber hinaus eine Bedeutung des Rab11-abhängigen Recycling Systems für den Transport und die 
Freisetzung von EBOV-VP40 beobachten (Nanbo und Ohba, 2018). 
Auch bei der Assemblierung und Freisetzung infektiöser MARV-Partikel nimmt VP40 eine essentielle 
Rolle ein und seine solitäre Expression genügt zur Formation filamentöser VLPs (Noda et al., 2002; 
Kolesnikova et al., 2004b; Swenson et al., 2004). Um das „Budding“ von filamentösen Partikeln an der 
PM zu vermitteln, interagiert MARV-VP40 über eine sog. „Late Domain“ mit der AS-Sequenz PPPY mit 
Komponenten der zellulären ESCRT-Maschinerie (ESCRT: „endosomal sorting complex required for 
transport“), wobei insbesondere die Wirtsfaktoren Tsg101, Nedd4.1 und Vps4 eine zentrale Funktion 
einnehmen (Urata et al., 2007; Kolesnikova et al., 2009; Urata und Yasuda, 2010). Neben der bereits 
im letzten Abschnitt erwähnten Redistribution von GP zu den viralen „Budding-Sites“ ist das VP40 auch 
die treibende Kraft bei der Rekrutierung von NP bzw. Nukleokapsiden zur PM und hier insbesondere 
in Filopodien als die primären Orte der Partikelfreisetzung (Kolesnikova et al., 2007; Dolnik et al., 2010; 
Kolesnikova et al., 2012; Schudt et al., 2013). Eine spezifische Phosphorylierung von VP40 an den 
Tyrosinen 7, 10, 13 und 19 ist dabei essentiell für die Rekrutierung der Nukleokapside, die erst im 
Verbund mit VP40 eine intrafilopodiale Motilität in Richtung der Filopodien-Spitzen entwickeln, an 
denen schließlich die Freisetzung der Partikel stattfindet (Kolesnikova et al., 2012; Schudt et al., 2013).  
Diese Funktionen unterstreichen die zentrale Bedeutung von VP40 für die Assemblierung und 
Freisetzung des MARV. 
 
NP   Im ersten OLR des MARV-Genoms ist das 695 AS umfassende Nukleoprotein NP 
kodiert, das in seiner phosphorylierten Form die Hauptkomponente der Nukleokapside bildet (Kiley et 
al., 1982; 1988; Becker et al., 1994; 1998). NP induziert in transient transfizierten sowie in infizierten 
Zellen die Bildung von perinukleären Inklusionen („inclusion bodies“), die als sog. „viral factories“ die 
Orte der filoviralen Replikation darstellen (Becker et al., 1998; Mühlberger et al., 1998; Hoenen et al., 
2012; Dolnik et al., 2015). Darüber hinaus können in den Inklusionen eine Vielzahl von Nukleokapsiden 
detektiert werden, die über einen Aktin-abhängigen Transport von den Inklusionen in die Peripherie 




transportiert werden. Diese Beobachtungen sprechen deutlich dafür, dass auch die Assemblierung der 
RNP-Komplexe in diesen viralen Mikrokompartimenten stattfindet (Geisbert und Jahrling, 1995; 
Becker et al., 1998; Kolesnikova et al., 2000; Schudt et al., 2013; Dolnik et al., 2014; 2015). In einem 
Komplex mit der viralen RNA-abhängigen RNA-Polymerase und dem Kofaktor VP35 dirigiert NP 
außerdem die virale Replikation und Transkription (Becker et al., 1998; Mühlberger et al., 1998). In 
diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von bestimmten Serin-
Clustern im NP eine wichtige modulierende Funktion bei der Balancierung von Replikation und 
Transkription in frühen Stadien der Infektion spielt (DiCarlo et al., 2011). 
Analog zu MARV-VP40 verfügt auch MARV-NP über ein „Late Domain“-Motiv (PSAP), durch das NP die 
Rekrutierung des zellulären ESCRT-Komplexes, insbesondere Tsg101, zu den viralen „Budding-
Sites“ unterstützt. Durch diese Eigenschaft ist NP in der Lage, im Konzert mit VP40 die Freisetzung von 
neuen Partikeln signifikant zu erhöhen (Dolnik et al., 2010; 2014; 2015; Wenigenrath et al., 2010). 
 
VP30  Das zweite Protein des Nukleokapsid-Komplexes ist das 281 AS große VP30 (Bukreyev 
et al., 1993; Becker et al., 1998). Bei VP30 handelt es sich um ein Phosphoprotein, dessen Funktion von 
seinem Phosphorylierungsstatus abhängt. Das phosphorylierte VP30 interagiert mit den anderen 
beiden Nukleokapsidkomponenten NP und VP35 und wird in die viralen Inklusionen rekrutiert, agiert 
aber gleichzeitig als Repressor der viralen Transkription (Becker et al., 1998; Modrof et al., 2001; Tigabu 
et al., 2018). Für EBOV-VP30 ist ein Modell für die Rolle einer dynamischen (De-) Phosphorylierung von 
VP30 vorgeschlagen, in dem das dephosphorylierte VP30 die Transkription der viralen RNA erhöht, 
während das phosphorylierte VP30 diese hemmt und stattdessen eng mit den Nukleokapsiden 
assoziiert (Martinez et al., 2011; Biedenkopf et al., 2013; 2016; Lier et al., 2017). Neuere 
Untersuchungen deuten darauf hin, dass dieses Modell generell auch für MARV-VP30 zutrifft (Tigabu 
et al., 2018), auch wenn im Gegensatz zum EBOV das MARV-VP30 nicht essentiell für die Transkription 
ist (Mühlberger et al., 1998; 1999). Für den cDNA-basierten „Rescue“ von rekombinantem MARV ist 
die Präsenz von VP30 hingegen erforderlich und seine Depletion vermindert die Expression der 
anderen Strukturproteine des MARV (Fowler et al., 2005; Enterlein et al., 2006). 
 
VP35  Das multifunktionelle Protein VP35 besitzt 329 AS und gilt trotz seines schwachen 
Phosphorylierungsgrads als funktionelles Äquivalent zu den Phosphoproteinen anderer Vertreter der 
Mononegavirales (Mühlberger et al., 1998). VP35 fungiert als essentieller Kofaktor der viralen RNA-
abhängigen RNA-Polymerase L, wobei diese Funktion von der Homo-Oligomerisierung des VP35 zu 
Trimeren abhängig ist (Mühlberger et al., 1998; 1999; Möller et al., 2005; Bruhn et al., 2017). Weiterhin 
ist die Interaktion von VP35 mit NP und L von zentraler Bedeutung sowohl für seine Rolle während der 
Replikation und Transkription als auch für seinen Einbau in die Nukleokapside (Becker et al., 1998; 




Mühlberger et. Al., 1998). Darüber hinaus agiert VP35 als ein virales Chaperon und besitzt als IFN-
Antagonist immunevasive Funktionen (Basler und Amarasinghe, 2009; Bale et al., 2012; Liu et al., 
2017). 
 
VP24  Mit einer Größe von 253 AS das kleinste Strukturprotein des MARV, wurde VP24 lange 
Zeit als zweites Matrixprotein gehandelt (Bukreyev et al., 1995; Beer et al., 1999). Jedoch konnten 
neuere elektronentomographische Aufnahmen aufdecken, dass VP24 eine deutliche Assoziation mit 
den Nukleokapsiden zeigt (Bharat et al., 2011). VP24 besitzt eine Vielzahl an hydrophoben AS, die eine 
Interaktion mit Lipidmembranen ermöglichen (Bukreyev et al., 1995; Bamberg et al., 2005). Außerdem 
interagiert VP24 mit NP und wird von diesem in die viralen Inklusionen rekrutiert (Bamberg et al., 
2005). Die siRNA-vermittelte Depletion von VP24 in MARV-infizierten Zellen reduziert die Freisetzung 
viraler Partikel, ohne jedoch einen Einfluss auf Replikation und Transkription auszuüben (Bamberg et 
al., 2005). Für das EBOV-VP24 konnte mittels Lebendzellmikroskopie gezeigt werden, dass es 
gemeinsam mit NP und VP35 essentiell und ausreichend für den Transport Nukleokapsid-ähnlicher 
Strukturen ist (Takamatsu et al., 2018). Im Gegensatz zu EBOV-VP24 zeigt MARV-VP24 keine Aktivität 
als IFN-Antagonist (Valmas et al., 2010). 
 
L  Das größte Protein des MARV ist mit 2331 AS die katalytische Einheit der viralen RNA-
abhängigen RNA-Polymerase L („Large Protein“, Mühlberger et al., 1992). Gemeinsam mit dem 
Kofaktor VP35 ist L in dieser Funktion essentiell für die Replikation und Transkription des MARV (Becker 
et al., 1998; Mühlberger et al., 1998). Innerhalb der L-Sequenz konnten sechs konservierte Regionen 
identifiziert werden, die für eine enge phylogenetische Verwandtschaft der Filoviridae mit den 
Paramyxoviridae sprechen (Mühlberger et al., 1992). Analog zu anderen Polymerasen der 
Mononegavirales scheint dabei ein hochkonserviertes GDNQ-Motiv das katalytische Zentrum für die 
L-Proteine von MARV und EBOV darzustellen (Köhler et al., 2016; Schmidt und Hoenen, 2017). Als 
fünfte Komponente der Nukleokapsid-Komplexe ist das L-Protein intrazellulär vor allem in den viralen 
Inklusionen detektierbar (Becker et al., 1998). 
 
2.6    Replikationszyklus des Marburg Virus 
Der Replikationszyklus des MARV beginnt mit der Adsorption der Viren an seine Zielzellen. Dabei 
spielen, wie bereits in 2.5 erwähnt, insbesondere die Glykan-bindenden C-Typ Lektine DC-SIGN und 
LSECtin, hGML, der hepatische Asialoglykoproteinrezeptor sowie TIM-1 eine wichtige Rolle durch ihre 
Affinität zu dem stark glykosylierten GP auf der Oberfläche des MARV (Becker et al., 1995; Takada et 
al., 2004; Marzi et al., 2004; Gramberg et al., 2005; Kondratowicz et al., 2011; Hoffmann-Winkler et al., 




2012). Diese Faktoren sind daher wohl zumindest mitverantwortlich, dass Dendritische Zellen und 
Monozyten/Makrophagen, aber auch hepatische und lymphoide Epithelzellen als primäre Zielzellen 
des MARV fungieren (Becker et al., 1995; Feldmann et al., 1996; Bosio et al., 2003; Hoffmann-Winkler 
et al., 2012). Dennoch besitzen Filoviren generell einen sehr breiten Zelltropismus und können auch 
Zellen ohne Expression dieser Moleküle infizieren, was für weitere, bisher unbekannte Mechanismen 
bei der Adsorption spricht (Hoffmann-Winkler et al., 2012).  
Nach der Anheftung an die Zelloberfläche nutzen Filoviren vermutlich Makropinozytose als 
Haupteintrittsweg in die Zelle (auch alternative Wege wie z.B. eine Clathrin-abhängige Endozytose 
scheinen jedoch möglich) und gelangen vom Makropinosom in frühe bzw. späte Endosomen (Saeed et 
al., 2010; Nanbo et al., 2010; Aleksandrowicz et al., 2011). Auch wenn dieser Prozess bisher nur für das 
EBOV im Detail untersucht ist, spricht die Wirksamkeit von spezifischen Makropinozytose-Inhibitoren 
gegen sowohl EBOV als auch MARV dafür, dass die Nutzung dieses Mechanismus eine generelle 
Eigenschaft von Filoviren ist (Anantpadma et al., 2016). Im azidifizierten Endosom wird das MARV-GP 
schließlich durch eine bisher unbekannte Cystein-Protease gespalten, wodurch die RBD exponiert wird 
und an den endolysosomalen Rezeptor NPC1 binden kann (Carette et al., 2011; Coté et al., 2011; Miller 
et al., 2012; Gnirß et al., 2012; Misasi et al., 2012). Auch die Fusion der viralen mit der endosomalen 
Membran wird durch das virale Klasse I-Fusionsprotein GP vermittelt, dessen Funktionsweise 
voraussichtlich dem gut beschriebenen Mechanismus des gp41 des Humanen Immundefizienzvirus 1 
(HIV-1) ähnelt (Harrison et al., 2012). In diesem Modell taucht im Anschluss an die Rezeptorbindung 
die IFL des GP in die endosomale Membran ein und führt zu einer Konformationsänderung, die 
wiederum die NHR und CHR des GP exponiert. Infolgedessen falten sich die α-Helix-Bündel der NHR 
und CHR und bringen so die virale und die endosomale Membran in unmittelbare Nähe zueinander. In 
der Folge verschmelzen beide Membranen und das virale Genom kann ins Zytoplasma freigesetzt 
werden (Colman und Lawrence, 2003; Harrison et al., 2012; Koellhoffer et al., 2012). 
Im Anschluss an das „Uncoating“ erfolgt im Zytoplasma der Zelle die Primärtranskription durch den 
viralen Polymerase-Komplex bestehend aus L, VP35 und NP (Mühlberger et al., 1998). Die viralen 
„messenger RNAs“ (mRNAs) werden polyadenyliert, aber nicht enkapsidiert, und weisen bezüglich 
ihrer Menge einen Gradienten auf, bei dem NP als erster OLR am häufigsten und L als letzter OLR am 
geringsten transkribiert wird (Feldmann et al., 1992; Mühlberger, 2007). Mit Ausnahme des Typ I-
Transmembranproteins GP, das kotranslational an die Membran des rER transloziert wird, werden die 
sechs weiteren viralen Strukturproteine an freien Ribosomen im Zytoplasma synthetisiert (Feldmann 
et al., 1992; Will et al., 1993). Die Präsenz von MARV-NP führt zur Bildung der charakteristischen 
perinukleären Inklusionen, den Orten der viralen Replikation (Becker et al., 1998; Mühlberger et al., 
1998; Hoenen et al., 2012; Dolnik et al., 2015). Analog zu anderen Viren der Ordnung Mononegavirales 
wird die negativ orientierte virale RNA dabei zunächst in ein antigenomisches Komplement mit 




positiver Polarität umgeschrieben, das anschließend als Matrize für die Synthese einer wiederum 
negativ orientierten Genomkopie fungiert, die enkapsidiert als Teil der Nukleokapside letztlich in neue 














Abb. 2.5: Replikationszyklus des MARV. 
Der erste Kontakt des MARV mit der Zielzelle erfolgt über eine unspezifische Adhäsion des viralen Oberflächenproteins GP 
mit affinen Strukturen auf der Zelloberfläche wie Glykan-bindenden C-Typ Lektinen (Eintritt). Nach dieser initialen Bindung 
wird das MARV vermutlich über Makropinozytose in die Zelle aufgenommen und gelangt über ein Makropinosom bzw. frühe 
Endosomen in ein azidifiziertes, spätes Endosom. An diesem Ort wird das GP durch bisher unbekannte Cystein-Proteasen 
gespalten, was zu einer Exposition der RBD und der anschließenden Bindung des endosomalen Rezeptors NPC1 führt. Die 
Rezeptorbindung initiiert die Fusion der viralen mit der endosomalen Membran als Voraussetzung für die Entlassung der 
Nukleokapside ins Zytoplasma (GP-Spaltung und Uncoating). Die viralen Genome werden im Anschluss durch den eigenen 
Polymerase-Komplex in mRNA umgeschrieben (Transkription). Mit Ausnahme von GP, das als Transmembranprotein in die 
Membran des rER synthetisiert wird, findet die Translation der viralen Proteine an freien Ribosomen im Zytoplasma statt 
(Translation). Nach der Synthese einer ausreichenden Menge viraler Proteine formieren sich die charakteristischen, 
perinukleären Inkusionen, in denen die Replikation der viralen Genome sowie die Assemblierung neuer Nukleokapside 
lokalisiert ist (Replikation und NC-Assemblierung). Der Transport der viralen Komponenten zu den Budding-Sites an der PM 
verläuft über mindestens drei separate Routen: 1) das Oberflächenprotein GP folgt dem sekretorischen Pfad bestehend aus 
dem ER, dem Golgi-Apparat sowie Mikrotubuli-abhängigen Transportvesikeln 2) die Nukleokapside werden über das Aktin-
Zytoskelett transportiert 3) das Matrixprotein VP40 assoziiert mit endosomalen Membranen/MVBs und nutzt einen 
retrograden spätendosomalen Transportweg zur PM. Im endosomalen Kompartiment kann es zudem bereits zu einer 
Zusammenkunft von GP und VP40 kommen (gestrichelter Pfeil). An der PM oligomerisiert das VP40 zu einer dichten Matrix 
und rekrutiert sowohl GP als auch die Nukleokapside in Filopodien, von deren Spitzen schließlich naszierende Viruspartikel 
abknospen (Assemblierung und Budding). RBD: Rezeptorbindende Domäne; NPC1: Niemann-Pick C1; NC: Nukleokapsid; PM: 
Plasmamembran; MVB: Multivesikulärer Körper. Die Abbildung wurde modifiziert entnommen aus Schudt, 2013. 




Stehen genügend Genome und Proteine zur Verfügung, assemblieren die fünf RNP-Komponenten NP, 
L, VP35, VP30 und VP24 vermutlich ebenfalls in den perinukleären Inklusionen zu reifen 
Nukleokapsiden, die Aktin-abhängig in die Zellperipherie transportiert werden (Becker et al., 1998; 
Kolesnikova et al., 2000; Schudt et al., 2013; Dolnik et al., 2014; 2015). Separiert von den 
Nukleokapsiden wird MARV-GP über den sekretorischen Pfad zur PM transportiert und erfährt dabei 
während der ER-/Golgi-Passage eine Vielzahl von Modifikationen, insbesondere N- und                                            
O-Glykosylierungen (Becker et al., 1996). Das Matrixprotein VP40 assoziiert zwar partiell auch mit  den 
Inklusionen und perinukleären Nukleokapsiden, folgt jedoch primär einem eigenen Transportweg zur 
PM, in dem u.a. endosomale Membranen, vor allem MVBs, involviert sind (Kolesnikova et al., 2002; 
2004a; 2009; Schudt et al., 2013). An der PM führt die Interaktion von VP40 mit der Lipidmembran zu 
der Bildung einer dichten Matrix aus VP40-Hexameren (Bornholdt et al., 2013; Oda et al., 2015; 
Wijesinghe und Stahelin, 2015; Wijesinghe et al., 2017; Bhattarai et al., 2017). Das peripher membran-
assoziierte VP40 orchestriert dabei die Rekrutierung sowohl von GP und Nukleokapsiden als auch von 
Komponenten des zellulären ESCRT-Komplexes zu den viralen „Budding-Sites“ (Kolesnikova et al., 
2004b; 2009; 2012; Dolnik et al., 2010; 2014; 2015; Urata et al., 2007; Urata und Yasuda, 2010; Schudt 
et al., 2013; Mittler et al., 2013). Nach der Umhüllung der Nukleokapside mit GP- und VP40-
angereicherten Membranen findet die Knospung des MARV schließlich in unpolarisierten Zellen an den 
Enden von Filopodien über die gesamte PM verteilt statt, während neue Viruspartikel in polarisierten 
Zellen von der basolateralen Membran freigesetzt werden (Sänger et al., 2001; Kolesnikova et al., 
2007a; 2007b). 
 
2.7    Virale Strategien zur Instrumentalisierung des intrazellulären 
Transportsystems der Wirtszelle 
Als obligat intrazelluläre Parasiten mit eingeschränktem Proteom sind Viren für ihre Replikation auf 
eine Vielzahl unterschiedlicher Komponenten der Wirtszelle angewiesen. Ein bekanntes Beispiel ist die 
Nutzung der wirtseigenen Translationsmaschinerie, insbesondere der Ribosomen, für die Synthese 
viraler Proteine (Walsh et al., 2013). Um die Funktionalität der neuen Virionen zu gewährleisten, 
müssen Viren nach der Synthese ihrer Proteine und Genomkopien sicherstellen, dass die einzelnen 
Komponenten zu den korrekten Destinationen in der Wirtszelle gelangen, um dort zu neuen Partikeln 
zu assemblieren. Dazu instrumentalisieren Viren in unterschiedlicher Weise das zelleigene 
intrazelluläre Transportsystem, wobei zentrale Elemente wie das Aktin- bzw. Tubulin-Zytoskelett, das 
ER-/Golgi-System und diverse endosomale Kompartimente zu den am häufigsten genutzten Strukturen 
zählen (Robinson et al., 2018). In den nächsten beiden Abschnitten soll daher ein kurzer Überblick über 
die wichtigsten von Viren genutzten zellulären Transportstrukturen gegeben werden. Der Übersicht 




halber soll der Fokus hier auf Transportwegen liegen, die an der Assemblierung und Freisetzung von 
Viren beteiligt sind. 
 
2.7.1     Interaktionen zwischen Viren und dem Zytoskelett 
Essentiell sowohl für die generelle Aufrechterhaltung der Zellstruktur als auch für den speziellen 
intrazellulären Transport von Cargomolekülen ist das zelleigene Aktin- bzw. Tubulin-basierte 
Zytoskelett. Insbesondere Mikrotubuli (MT) werden dabei von Viren für einen schnellen Transport 
über lange Distanzen genutzt (Döhner et al., 2005; Radtke et al., 2006; Naghavi et al., 2017). MT setzen 
sich molekular aus α- und β-Tubulin-Heterodimeren zusammen, die ausgehend vom perinukleären 
Mikrotubuli-organisierenden Zentrum (MTOC) zylindrische, polarisierte Filamente bilden, deren Plus-
Enden in Richtung der PM zeigen und dynamisch (de-) polymerisieren (Radtke et al., 2006). Um den 
Transport von Cargo zu vermitteln, interagieren MT mit spezifischen Motorproteinen: a) Kinesine, die 
den Transport zum Plus-Ende (MTOC -> PM) vermitteln sowie b) Dyneine, die Bewegungen in die 
entgegengesetzte Richtung steuern (PM->MTOC) (Döhner et al., 2005; Radtke et al., 2006; Naghavi et 
al., 2017). Viren nutzen das MT-Zytoskelett im Rahmen ihrer Assemblierung und Freisetzung vor allem 
in Richtung der PM, also in Kombination mit den Kinesin-Motoren. So konnte etwa gezeigt werden, 
dass das Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1) MT stabilisiert und so einen Transport assemblierter Partikel 
zur PM fördert (Naghavi et al., 2013; 2017). Auch für RNA-Viren wie das Influenza A-Virus (IAV) und 
HIV-1 konnte ein MT-abhängiger Transport der RNP-Komplexe (IAV, HIV-1) sowie eine MT- und KIF4-
vermittelte Beförderung des gag-Proteins von HIV-1 zur PM im Vorfeld der Assemblierung und 
Freisetzung gezeigt werden (Tang et al., 1999; Momose et al., 2007; Leblanc et al., 2008; Martinez et 
al., 2008; Nishi et al., 2009; Amorim et al., 2011). Darüber hinaus nutzen auch virale Glykoproteine wie 
das Hämagglutinin (HA) des IAV, das E-Protein des Westnil-Virus (WNV) oder das VSV-G MT, um zur 
apikalen bzw. basolateralen Membran polarisierter Zellen zu gelangen (Lafont et al., 1994; Chu und 
Ng, 2002). Zusätzlich konnte kürzlich ein Tubulin-abhängiger Mechanismus für den Transport von 
MARV-GP aufgedeckt werden (Mittler, Schudt, Halwe et al., 2018).  
Neben dem Tubulin-Zytoskelett nutzen Viren ebenfalls das Aktin-Zytoskelett und Aktin-assoziierte 
Regulatoren und Motorproteine wie z.B. Myosine. Das Aktin-Zytoskelett basiert auf monomeren Aktin-
Molekülen, die sich zu polarisierten Filamenten und Aktin-Bündeln zusammenlagern, deren Plus-Ende 
wie bei den MT in Richtung der PM zeigt (Radtke et al., 2006). Zusätzlich bildet Aktin ein dichtes, 
dreidimensionales Netzwerk unterhalb der PM, den sog. Aktin-Kortex (Radtke et al., 2006). Für die 
Nukleokapside der Filoviren MARV und EBOV konnte ein Transport über Aktin gezeigt werden, der in 
Filopodien abhängig von Myosin10 ist (Schudt et al., 2013; 2015). Weiterhin konnte eine Beförderung 
der Nukleokapside sowie des M-Proteins von Masernviren (MeV) über Aktin-Filamente wie auch eine 
wichtige Rolle von Aktin bei der Virusfreisetzung des WNV, HIV-1 und MeV beobachtet werden (Chu 




et al., 2003; Dietzel et al., 2013; Wen et al., 2014). Darüber hinaus kann Aktin in einer Vielzahl von 
Viruspartikeln detektiert werden (Radtke et al., 2006). 
 
2.7.2     Der sekretorische Pfad im viralen Replikationszyklus 
Insbesondere virale Transmembranproteine, die als Oberflächenproteine oft essentielle Funktionen 
im viralen Replikationszyklus besitzen, sind auf einen Transit durch den sekretorischen Pfad 
angewiesen, in dem das ER und der Golgi-Apparat die Hauptkomponenten bilden. Wie zelluläre 
Transmembranproteine werden auch ihre viralen Analoga kotranslational an das rER rekrutiert und 
durch die ER-Membran in das Lumen des rER transloziert (Inoue und Tsai, 2013). Viele dieser Proteine 
folgen anschließend einer anterograden Route in Richtung des Golgi-Apparats, die u.a. von dem 
Hüllprotein COPII („coat protein complex II“) und der kleinen GTPase Rab1 reguliert wird (Gomez-
Navarro und Miller, 2016; Robinson et al., 2018). Eine direkte Nutzung von COPII-Vesikeln ist detailliert 
für das VSV-G beschrieben, während eine Abhängigkeit von Rab1 neben VSV-G auch für das env-
Protein von HIV-1 sowie für den Transport von Virionen des umhüllten Hepatitis C-Virus (HCV) gezeigt 
ist (Tisdale et al., 1992; Aridor et al., 1995; Pepperkok et al., 1998; Nachmias et al., 2012; Takacs et al., 
2017). Andere Viren wie z.B. Coronaviren, deren Assemblierung und „Budding“ nicht an der PM, 
sondern im ERGIC („ER-Golgi intermediate compartment“) stattfindet, nutzen die retrograde COPI-
abhängige Maschinerie und ein spezifisches Di-Lysin-Motiv im Spike-Oberflächenprotein, um dessen 
Retention an den „Budding-Sites“ im ERGIC zu gewährleisten (Lontok et al., 2004). 
Da der Großteil der viralen Oberflächenproteine glykosyliert ist, stellt der Transit des ER-/Golgi-
Systems auch im Hinblick auf die Struktur dieser Proteine einen wichtigen, wenn nicht essentiellen 
Schritt dar. Durch die Addition von zunächst Mannose-reichen N-Glykanen im ER und ihre 
anschließende Modifikation zu komplexen N-Glykanen im Golgi-Apparat, reifen die viralen 
Glykoproteine zu ihren funktionell aktiven Formen (Vigerust und Shepherd, 2007). Die N-
Glykosylierung besitzt eine weitreichende Bedeutung für die Funktion der Glykoproteine, da sie bspw. 
eine korrekte Faltung sicherstellt (HIV-env, HCV-E1 + -E2, IAV-HA; E-Protein des Japanische 
Enezephalitis Virus [JEV-E]) und eine wichtige Voraussetzung für den weitergehenden intrazellulären 
Transport sowie die Inkorporation in neue Partikel darstellen kann (IAV-HA, MARV-GP, EBOV-GP) 
(Roberts et al., 1993; Becker et al., 1996; Meunier et al., 1999; Lad et al., 2000; Land und Braakman, 
2001; Daniels et al., 2003; Slater-Handshy et al., 2004; Wang et al., 2017). Einige virale Glykoproteine 
werden weiterhin O-glykosyliert, was vermutlich hauptsächlich der Abschirmung essentieller 
Domänen vor dem Immunsystem dient (MARV, EBOV), aber auch eine weiterreichende Bedeutung für 
zentrale Funktionen wie die Fusionsaktivität oder die Partikelinkorporation haben kann (NiV, HeV) (Lee 
et al., 2008; Hashiguchi et al., 2015; Bornholdt et al., 2016; Stone et al., 2016).  
 




Darüber hinaus scheinen einige Viren Bestandteile des ER-/Golgi-Systems für den weitergehenden 
Transport zur PM zu nutzen. So binden die Glykoproteine von Arenaviren, Hantaviren, Coronaviren, 
Orthomyxoviren und Filoviren ERGIC-53 („ERGIC 53 kDa protein“), einem funktionell mit COPII-Vesikeln 
verbundenen Cargo-Rezeptor, der scheinbar für die Produktion infektiöser Partikel benötigt wird 
(Klaus et al., 2013). Weiterhin nutzen die Matrixproteine sowohl von EBOV als auch MARV einen COPII-
abhängigen Transport, der nicht im Golgi-Apparat, sondern an der PM endet (Yamayoshi et al., 2008). 
Die detaillierte Bedeutung dieser beiden Mechanismen ist bisher nicht eindeutig geklärt. 
 
2.7.3     Sortierung im trans-Golgi-Netzwerk und post-Golgi-Transport 
Der überwiegende Teil der neueren zellbiologischen Literatur zum intrazellulären Transport befasst 
sich mit der Sortierung und dem post-Golgi-Transport von Proteinen in polarisierten Zellen, die durch 
die Ausbildung von zwei distinkten Membrandomänen, der apikalen bzw. der basolateralen Membran, 
charakterisiert sind, die jeweils eine spezifische Komposition von Proteinen und Lipiden besitzen (Ellis 
et al., 2006; Ang und Fölsch, 2012). Zwar zeigen sich einige Unterschiede der Transportsysteme 
polarisierter und unpolarisierter Zellen (s. z.B. Unterteilung des Recycling Endosoms in 2.7.4), doch 
scheinen grundsätzliche Gemeinsamkeiten zu bestehen, z.B. die Rolle des TGN als primäre 
Sortierungsstation für den post-Golgi-Verkehr oder auch eine zumindest partielle und auf spezifischen 
Signalmotiven beruhenden Separation des Transports von unterschiedlichem Cargo (Mellmann et al., 
1993; Müsch et al., 1996; Yoshimori et al., 1996; Keller et al., 2001; Tuma et al., 2002; Ellis et al., 2006). 
 
Virale Pathogene sind in der Lage, die spezifischen Sortierungsmechanismen der Zelle zu kapern, 
indem sie die zelleigenen Sortierungssignale imitieren, die von der zellulären Transportmaschinerie 
erkannt und befördert werden. So befinden sich beispielsweise in der der TMD des MARV-GP, des IAV-
HA sowie des NB-Glykoproteins des Influenza B-Virus (IBV) wichtige Informationen zum Transport der 
Proteine, die u.a. die Lokalisation in Lipid Rafts als Teil des apikalen Transportwegs deteminieren 
(Scheiffele et al., 1997; Lin et al., 1998; Mittler et al., 2007; Engel et al., 2012). Im Falle des IAV-HA 
konnte außerdem ein Transit des apikalen frühen Endosoms (AEE) beobachtet werden (Cresawn et al., 
2007). Andere virale Glykoproteine wie EBOV-GP, Gn und Gc des Bunyamweravirus (BUNV) oder die 
L-, M- und S-Proteine des Hepatitis B-Virus (HBV) besitzen spezifische N-Glykane, um ihren Transport 
zu vermitteln (Lu et al., 1997; Shi et al., 2005; Wang et al., 2017). Es wird davon ausgegangen, dass der 
apikale N-Glykan-abhängige Pfad über eine Interaktion mit zellulären Glykan-Rezeptoren (z.B. Lektinen 
wie dem Galectin-3 oder VIP36) vermittelt wird (Delacour et al., 2003; 2007; Hara-Kuge et al., 2004).  
Auch bei basolateral sortierten viralen Proteine wie z.B. VSV-G und MeV-H und MeV-F konnten 
baslolaterale, Tyrosin-basierte Signale in der zytoplasmatischen Domäne identifiziert werden (Thomas 
et al., 1993; Moll et al., 2001). Diese basolateralen Motive interagieren in der Zelle mit sog. 




Adaptorproteinen, die im TGN (AP-1A, AP-2, AP-3, AP-4) oder im Recycling Endosom (RE; AP-1B) 
lokalisiert sind und eine Schlüsselrolle bei der Regulation des basolateralen Transportsystems 
einnehmen (Ang und Fölsch, 2012). 
Einige andere Viren haben darüber hinaus weitere, zum Teil unkonventionelle Methoden entwickelt, 
um an ihren Zielort in der Zelle zu gelangen. Das HCV bspw. assembliert an „Lipid Droplets“, kleinen 
lipidreichen Vesikeln zur Fettspeicherung in der Zelle, und bildet anschließend mit dem von diesem 
Kompartiment stammenden „Very Low Density Lipoprotein“ (VLDL) sog. Lipoviropartikel, die über den 
VLDL-Sekretionsweg die Zelle verlassen (Herker und Ott, 2012). 
 
In der jüngeren Forschung mehren sich zudem Berichte über die Beteiligung von endosomalen 
Kompartimenten, insbesondere des RE, am Transport von zellulären und viralen Proteinen. Aufgrund 
der primären Bedeutung dieses Kompartiments für die vorliegende Arbeit, ist diesem intrazellulären 
System ein eigener Absatz gewidmet. 
 
2.7.4    Die Bedeutung des endosomalen Recycling Systems für den Transport viraler 
Komponenten 
Bis vor einigen Jahren wurde das endosomale Recycling-System vor allem als Teil des endozytotischen 
Netzwerks betrachtet, über das internalisierter Cargo über einen langsamen Recycling-Weg (im 
Gegensatz zum schnellen Recycling über ausschließlich frühe Endosomen) zurück zur PM transportiert 
wird (Ellis et al., 2006). Die neuere Forschung lässt jedoch auf eine deutlich weitergehende Bedeutung 
dieses Kompartiments schließen, das auch für de novo-synthetisierte Proteine als Sortierungsstation 
und Transport-Intermediat zwischen dem Golgi-Apparat und der PM fungiert (Ang et al., 2004; Ellis et 
al., 2006; Ang und Fölsch, 2012; Goldenring, 2015). Das endosomale Recycling-System ist ein 
dynamisches Netzwerk aus tubulären und vesikulären Strukturen, das in polarisierten Zellen in das 
apikale Rab11-positive apikale Recycling Endosom (ARE) und ein Rab11-negatives „Common Recycling 
Endosome“ (CRE) unterteilt wird, das vor allem für die Sortierung basolateraler Proteine eine Rolle 
spielt (Weisz und Rodriguez-Boulan, 2009; Ang und Fölsch, 2012). Die Schlüsselregulatoren dieses 
zellulären Kompartiments sind die kleinen GTPasen Rab11 und Rab8, deren Funktionen teilweise 
überlappen und teilweise distinkt voneinander verlaufen (Ullrich et al., 1996; Ang et al., 2003; 
Goldenring, 2015). So zeigen Rab11 und Rab8 eine partielle Kolokalisation in Vesikeln, eine Interaktion 
mit den gleichen Effektoren (z.B. Myosin Vb, Rabin8) und sind Teil einer Rab11-Rab8-
Aktivierungskaskade bei der Ziliogenese (Hattula et al., 2006; Knödler et al., 2010; Roland et al., 2011). 
Dennoch lokalisiert Rab8 auch in Rab11-negativen tubulären Strukturen und interagiert dort mit 
spezifischen Effektoren wie EHD1 („Eps 15 homology domain containing protein 1“) und die Interaktion 
von Rab8 und Myosin Vb scheint an einem zu Rab11 distinkten Transportweg beteiligt zu sein (Roland 




et al., 2007; 2011). Das hier bereits genannte Myosin Vb ist ein weiterer Schlüsselfaktor des 
endosomalen Recycling-Systems, das in polarisierten Zellen am ARE lokalisiert ist und dort, orchestriert 
von Rab11 bzw. Rab8, den Transport von RE zur PM vermittelt (Lapierre et al., 2001, Wang et al., 2008; 
Roland et al., 2011; Goldenring, 2015). Myosin Vb operiert parallel zu seinem Paralog Myosin Va 
vermutlich primär an der Schnittstelle zwischen dem Tubulin-Zytoskelett und dem Aktin-Kortex. In 
dieser Funktion bindet es Vesikel, die über MT in die Peripherie transportiert wurden, am Aktin-Kortex, 
um sie so in der äußersten Peripherie zu arretieren und weiter in Richtung der PM zu transportieren 
(Desnos et al., 2007; Provance et al., 2008; Kapitein et al., 2013). 
 
Viren haben eine Reihe unterschiedlicher Strategien entwickelt, um sich das zelluläre Recycling-System 
zunutze zu machen (Überblick in Vale-Costa und Amorim, 2016). Einige Vertreter der Paramyxoviridae 
wie das MeV und das Mumpsvirus (MuV) sowie das Orthomyxovirus IAV koppeln ihre Nukleokapside 
an Rab11-positive RE, um ihren Transport in die Peripherie zu vermitteln (Amorim et al., 2011; Momose 
et al., 2011; Eisfeld et al., 2011; Chou et al., 2013; Nakatsu et al., 2013, Katoh et al., 2015). Retroviren 
wie HIV-1 und das Mason-Pfizer Affenvirus (M-PMV) nutzen die Re-Endozytose ihres 
Oberflächenproteins env, um es anschließend über das endosomale Recycling-System zu den mit dem 
Matrixprotein gag angereicherten „Budding-Sites“ an der PM zu befördern (Sfakianos und Hunter, 
2003; Kirschman et al., 2018). Einen ähnlichen Mechanismus nutzt das NiV für die Re-Endozytose des 
Fusionsproteins F, das im Rab11-positiven RE proteolytisch aktiviert wird (Diederich et al., 2012; Weis 
und Maisner, 2015). Für die Filoviridae konnte zudem kürzlich eine funktionelle Bedeutung des Rab11-
Recycling-System für den Transport des Matrixproteins VP40 sowie die Freisetzung von VLPs an der 
PM gezeigt werden (Nanbo und Ohba, 2018). Für das VSV-G hingegen ist ein Transport über das CRE 
in einem Rab8- und Rab13-abhängigen Prozess beobachtet worden (Ang et al., 2003; 2004; Henry und 
Sheff, 2008; Nokes et al., 2008; Ang und Fölsch, 2012). Rab8B ist außerdem im Transport von WNV-
Partikeln vom RE zur PM involviert, während für die Freisetzung des Andenvirus sowohl Rab8 als auch 
Rab11 bedeutend sind (Rowe et al., 2008; Kobayashi et al., 2016). 
Eine Rolle von Myosin Vb konnte z.B. für das Respiratorische Synzytialvirus (RSV) gezeigt werden, 
dessen Freisetzung von der apikalen Membran bei der Überexpression einer dominant-negativen (DN) 
Myosin Vb-Mutante blockiert und stattdessen zur basolateralen Seite umgeleitet wurde (Brock et al., 
2003). Auch der RNP-Transport des humanen Parainfluenza Virus 1 (hPIV1) sowie des Sendaivirus (SeV) 
wurde durch das DN Myosin Vb blockiert (Stone et al., 2016). Außerdem führte die Expression von DN 
Myosin Vb wie auch von DN Rab11 zu einer intrazellulären Akkumulation des vpu-Proteins von HIV-1, 
was in einer reduzierten Partikelfreisetzung resultierte (Varthakavi et al., 2006). 
 




Zusammenfassend soll an dieser Stelle festgehalten werden, dass das endosomale Recycling-System 
ein zentrales Kompartiment im zellulären Transportnetzwerk darstellt, das aus diesem Grund von einer 
Vielzahl an Viren gekapert wird. Abb. 2.6 gibt einen Überblick über dieses Kompartiment sowie über 











Abb. 2.6: Nutzung des endosomalen Recycling-Systems durch verschiedene Viren. 
Das endosomale Recycling-System ist ein dynamisches Netzwerk aus tubulären und vesikulären Strukturen, das sowohl mit 
biosynthetischen als auch mit endozytotischen Transportrouten in der Zelle verknüpft ist. Viren haben unterschiedliche 
Strategien entwickelt, das endosomale Recycling-System für ihren eigenen Transport und die Vermittlung ihrer Freisetzung 
zu nutzen. Viele Viren koppeln ihre RNPs an Rab11-positive RE, andere transportieren einzelne Proteine oder sogar ganze 
Virionen über verschiedene Komponenten dieses Systems. Auch ein Transit viraler Proteine über das RE nach vorheriger Re-
Endozytose von der PM ist beobachtet worden. RE: Recycling Endosom; EE: frühes Endosom; TGN: trans-Golgi-Netzwerk. 
Die Abkürzungen der Viren folgt den aktuell gültigen Bezeichnungen des ICTV. Die Abbildung wurde modifiziert entnommen 
aus Vale-Costa und Amorim, 2016. 




2.8    Fragestellung 
Das Glykoprotein GP stellt das einzige Oberflächenprotein des MARV dar und besitzt daher essentielle 
Schlüsselfunktionen für den Infektionszyklus des Virus, wie z.B. die Vermittlung des Eintritts in 
Zielzellen (s. 2.5 und 2.6). Eine wesentliche Voraussetzung für die Erfüllung dieser Funktionen ist ein 
korrekter Transport des GP zu den viralen „Budding-sites“ an der PM sowie die anschließende 
Inkorporation in neue Viruspartikel. Trotz der substantiellen Bedeutung im Infektionszyklus des MARV 
ist der aktuelle Kenntnisstand bezüglich des Transports des neu synthetisierten GP limitiert.  
Basierend auf früheren Studien ist bekannt, dass GP als Typ-I-Transmembranprotein im rER 
synthetisiert wird und anschließend dem klassischen sekretorischen Pfad über den Golgi-Apparat folgt 
(Becker et al., 1996; Volchkov et al., 2000). Anhand von Studien in polarisierten Zellen konnte zudem 
gezeigt werden, dass MARV-GP an die apikale Membran sortiert wird (Sänger et al., 2001). In 
Anwesenheit des Matrixproteins VP40 erfährt das GP eine Umverteilung in periphere VP40-Cluster 
(unpolarisierte Zellen) bzw. an die basolaterale Membran (polarisierte Zellen), ein essentieller Schritt 
zur Inkorporation von GP in neue, infektiöse Partikel (Kolesnikova et al., 2004b; 2007b; Swenson et al., 
2004; Mittler et al., 2007; 2013). Dennoch ist weitgehend unbekannt, welche spezifischen 
subzellulären Kompartimente MARV-GP zwischen dem Golgi-Apparat und der PM durchschreitet, 
welche zellulären Wirtsfaktoren an diesem Transport beteiligt sind und welche Bedeutung diese 
Mechanismen bei der Rekrutierung des GP zu viralen VP40-reichen „Budding-Sites“ besitzt. Zwar 
wurde eine Assoziation von MARV-GP und EBOV-GP mit Lipid Rafts postuliert, diese konnte jedoch für 
das EBOV-GP in einer neueren Studie nicht bestätigt werden, was auch die Ergebnisse für MARV-GP 
zumindest in Zweifel zieht (Bavari et al., 2002; Lopez et al., 2012). 
Das Ziel dieser Arbeit bestand daher darin, den post-Golgi-Transport von MARV-GP näher zu 
charakterisieren und dabei subzelluläre Kompartimente und Wirtsfaktoren zu identifizieren, die eine 
wichtige funktionelle Bedeutung für die Beförderung von MARV-GP zur PM bzw. zu den VP40-reichen 
„Budding-Sites“ besitzen. 
 
Erste Untersuchungen im Zuge meiner Bachelor- und Masterarbeit (Halwe, 2012; Halwe, 2014) 
deuteten darauf hin, dass die intrazellulären Lokalisationen von MARV-GP sowie MARV-VP40 teilweise 
mit den kleinen GTPasen Rab8 und Rab11 assoziiert sind, die als Regulatoren des Transports von 
Recycling Endosomen beschrieben sind (Ullrich et al., 1996; Ang et al., 2003). Wie bereits in 2.7.4 
dargelegt, mehren sich in den letzten Jahren die Hinweise, dass RE eine bedeutende Rolle als 
intermediäres Kompartiment für den Transport viraler Proteine zur PM einnimmt. Für das nah 
verwandte EBOV konnte zudem kürzlich eine Bedeutung des Rab11-assoziierten Recycling-Systems für 
den Transport von VP40 und die Partikelfreisetzung nachgewiesen werden (Nanbo und Ohba, 2018). 
Diese Ergebnisse bilden daher die Grundlage für die Ausgangshypothese, dass MARV-GP nach dem 




Verlassen des Golgi-Apparats das endosomale Recycling-System nutzt, um seinen Transport zur PM 
bzw. zu den viralen „Budding-sites“ zu vermitteln. Abb. 3.1 fasst das Ausgangs-Arbeitsmodell und die 








Abb. 2.7: Arbeitsmodell des intrazellulären Transports von MARV-GP und Fragestellung der Arbeit. 
MARV-GP wird als Typ I-Transmembranprotein im rER synthetisiert und über den klassischen sekretorischen Transportweg 
weiter zum Golgi-Apparat transportiert. Unbekannt ist, welche Kompartimente und Wirtsfaktoren den post-Golgi-Transport 
von MARV-GP zur PM (A) bzw. in Anwesenheit des Matrixproteins VP40 zu den VP40-reichen viralen „Budding-Sites“ (B) 
vermitteln. Das Ziel dieser Arbeit ist daher die nähere Charakterisierung des post-Golgi-Transports von MARV-GP mit 
besonderem Fokus auf einer potentiellen Rolle des endosomalen Recycling-Systems. N: Nukleus; rER: raues 
endoplasmatisches Retikulum. 





3.1       Chemikalien 
Agarose PeqGold universal Peqlab, Erlangen (D) 
Ampicillin Serva, Heidelberg (D) 
Ammoniumpersulfat (APS) Bio-Rad, München (D) 
Bacto™-Agar BD Biosciences, Heidelberg (D) 
Bovines Serum-Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, München (D) 
Bromphenolblau Roth, Karlsruhe (D) 
Calciumchlorid (CaCl2) Merck, Darmstadt (D) 
Carboxymethylcellulosen (CMC) Sigma-Aldrich, München (D) 
Caseinhydrolysat Merck, Darmstadt (D) 
Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche Diagnostics, Mannheim (D) 
1,4 Diazabicyclo-[2.2.2]-octan (DABCO)  Sigma-Aldrich, München (D) 
4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich, München (D) 
DNA-Ladepuffer (6x) Fermentas, St. Leon-Rot (D) 
Essigsäure (HAc) Merck, Darmstadt (D) 
Ethanol abs. (EtOH)  Sigma-Aldrich, München (D) 
Ethidiumbromid  Roth, Karlsruhe (D) 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Roth, Karlsruhe (D) 
EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin Thermo-Fisher, München (D) 
Fluoprep  BioMérieux, Nürtingen (D) 
FluorSave Merck, Darmstadt (D) 
Glukose Merck, Darmstadt (D) 
Glycerin Roth, Karlsruhe (D) 
Glycin Roth, Karlsruhe (D) 
Hefeextrakt Merck, Darmstadt (D) 
Immersionsöl liquid Type F Leica Microsystems, Wetzlar (D) 
Kaliumchlorid (KCl) Merck, Darmstadt (D) 
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Roth, Karlsruhe (D) 
Kanamycin Sigma-Aldirch, München (D) 
Magermilchpulver Saliter, Obergünzburg (D) 
Magnesiumchlorid (MgCl2 x 6H2O) Merck, Darmstadt (D) 
Magnesiumsulfat (MgSO4 x 7H2O) Merck, Darmstadt (D) 
β-Mercaptoethanol (β-ME) Sigma-Aldrich, München (D) 




Methanol (MeOH) Sigma-Aldrich, München (D) 
Monensin Sigma-Aldrich, München (D) 
Natriumazid (NaN3) Merck, Darmstadt (D) 
Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe (D) 
Natriumdodecylphosphat (SDS) Merck, Darmstadt (D) 
di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck, Darmstadt (D) 
Nonidet P40 (NP40) Merck, Darmstadt (D) 
Pepton Merck, Darmstadt (D) 
Paraformaldehyd (PFA) Roth, Karlsruhe (D) 
2-Propanol Sigma-Aldrich, München (D)  
Protein A-Sepharose Sigma-Aldrich, München (D) 
Rotiphorese® Gel 30 Roth, Karlsruhe (D) 
Salzsäure (HCl) Merck, Darmstadt (D) 
Saccharose Serva, Heidelberg (D) 
N, N, N‘, N‘, -Tetramethylethylendiamin Bio-Rad, München (D) 
(TEMED) 
TransIT® LT1 Transfektionsreagenz Mirus Bio, Madison (WI, USA) 
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Acros Organics, Geel (B) 
Triton X-100 Sigma-Aldrich, München (D) 
Tween® 20 Sigma-Aldrich, München (D) 
 
3.2       Verbrauchsmaterialien 
Cryo-Röhrchen, Polypropylen (2 ml) Corning, Wiesbaden (D) 
Deckgläser, Ø 12 mm Menzel, Braunschweig (D) 
Filterpapier (Whatman® 3 mm Chr) Whatman, Maidstone (UK) 
Gewebekulturröhrchen (TC-Tube), 12 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen (D) 
Glasplatten Mini Protean® System (für WB) Bio-Rad, München (D) 
Mikroschraubröhrchen Sarstedt, Nürnbrecht (D) 
Objektträger, 76 x 22 mm Menzel, Braunschweig (D) 
Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Menasha (WI, USA) 
PCR-Röhrchen, 0,2 ml Biozym, Hessisch Oldendorf (D) 
Petrischalen Sarstedt, Nürnbrecht (D) 
Pipetten Cellstar® (1, 2, 5, 10, 25 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen (D) 
Pipettenspitzen Gelloader (0,1-200 µl) Sarstedt, Nürnbrecht (D) 
Pipettenspitzen Matrix® (1250 µl) Thermo Fisher Scientific, München (D) 




Pipettenspitzen TipOne® Starlab, Ahrensburg (D) 
(0.1-1 μl; 10-100 μl; 100-1000 μl) 
Polypropylen (PP)-Reaktionsgefäße, 15 ml/50 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen (D) 
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran Merck, Darmstadt (D) 
Immobilon (0,45 µm / 0,2 µm) 
Reaktionsgefäße, 1,5 ml Sarstedt, Nürnbrecht (D) 
Reaktionsgefäße, 2 ml Eppendorf, Hamburg (D) 
Skalpell no.22 Feather, Osaka (J) 
µ-Slide 4 Well ibidi, Martinsried (D) 
Zellkulturplatten (6 well/24 well/96 well) Greiner Bio-One, Frickenhausen (D) 
Zellschaber Greiner Bio-One, Frickenhausen (D) 
Zentrifugenröhrchen Ultra-Clear™  Beckman Coulter, Krefeld (D) 
(25x89 mm, für SW32)  
 
3.3       Kits 
E.Z.N.A.® Fast Filter Plasmid DNA Maxi Kit Omega Bio-tek, Norcross (GA, USA) 
E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit Omega Bio-tek, Norcross (GA, USA) 
E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit Omega Bio-tek, Norcross (GA, USA) 
E.Z.N.A.® Probe Purification Kit Omega Bio-tek, Norcross (GA, USA) 
Omniscript® Reverse Transcription Kit Qiagen, Hilden (D) 
QIAamp® Viral RNA Mini Kit Qiagen, Hilden (D) 
QuikChange® Multi Site-Directed Agilent, Santa Clara (CA, USA) 
Mutagenesis Kit 
 
3.4       Geräte 
Brutschrank HERAcell 150 Thermo Fisher Scientific, München (D) 
ChemiDoc™ XRS+ Bio-Rad, München (D) 
DNA-Gelkammern bsb11, Schauenburg (D) 
Eismaschine Ziegra, Isernhagen (D) 
Eppendorf Centrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg (D) 
Eppendorf Reference® Pipetten Eppendorf, Hamburg (D) 
(0.1-2.5 μl, 0.5-10 μl, 10-100 μl, 100-1000 μl) 
Feinwaage Sartorius, Göttingen (D) 
Fluoreszenzmikroskop Axiovert200M Zeiss, Jena (D) 
Fluoreszenzmikroskop Leica DMI6000 CS Leica Microsystems, Wetzlar (D) 




Konfokales Laserscanning Mikroskop (KLSM) Leica Microsystems, Wetzlar (D) 
Leica TCS SP5 II 
Geldokumentationssystem GelDoc 2000 Bio-Rad, München (D) 
Heizblock neoBlock1 neoLab®, Heidelberg (D) 
Horizontalschüttler TR Infors AG, Bottmingen (CH) 
Lichtmikroskop Wilovert® Will, Wetzlar (D) 
Lebendzellmikroskop Nikon TE2000-E  Nikon Instruments Europe, Amsterdam (NL) 
(mit Intensilight, Nikon / DG4, Sutter)   
Magnetrührer Heidolph, Kelheim (D) 
Mikrowellengerät Bosch, Gerlingen-Schillerhöhe (D) 
Multikanal-Pipette Matrix Impact2® Thermo Fisher Scientific, München (D) 
Pipettierhilfe accu-jet® pro Brand, Wertheim (D) 
Reagenzglasmischer Vortex Mixer neoLab®, Heidelberg (D) 
Rotator Stuart sb2 Kobe, Marburg (D) 
Rotor für UZ (SW32) Beckman Coulter, Krefeld (D) 
Semi-Dry-Blotter Fastblot B34 Biometra, Göttingen (D) 
SDS-Gelkammern Mini-Protean® System Bio-Rad, München (D) 
Sicherheitswerkbank BDK-SK 1200 BDK, Sonnenbühl-Genkingen (D) 
Spannungsquelle Standard Power Pack P25 Biometra, Göttingen (D) 
Spektralphotometer Nanodrop ND1000 Peqlab, Erlangen (D) 
Thermocycler Primus Aviso Mechatronic Systems, Jena (D) 
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg (D) 
Tischzentrifuge 5424  Eppendorf, Hamburg (D) 
Tischkühlzentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg (D) 
Tischkühlzentrifuge Heraeus Multifuge 3SR Thermo Fisher Scientific, München (D) 
Ultrazentrifuge (UZ) Optima™ L-80 XP Beckman Coulter, Krefeld (D) 
Waage excellence Sartorius, Göttingen (D) 
Wasserbad MT Lauda, Lauda-Königshofen (D) 
 
3.5 Puffer und Lösungen 
3.5.1  Puffer 
Antikörper-Verdünnungspuffer für WB 1 % Magermilchpulver 
 0,1 % Tween® 20 
 in PBSdef 




Blockierungspuffer für IFA 2 % BSA 
(IF-BB)                                         5 % Glycerin 
 0,2 % Tween® 20 
 0,05 % NaN3 
  in PBSdef 
 
Blockierungspuffer für WB 10 % Magermilchpulver 
 in PBSdef 
 
Complete Protease-Inhibitor-Lösung (25x) 1 Tablette Complete Protease-Inhibitor 
 ad 2 ml dH2O 
 
Co-IP-Puffer (+ Complete) 100 mM NaCl 
 20 mM Tris-HCl pH 8,0 
 5 mM EDTA, pH 8,0 
 1 % NP40 
 1 x Complete Protease-Inhibitor-Lsg. 
 in dH2O 
 
Lysis-Puffer (für IP) 1 % Triton X-100 
 in Co-IP-Puffer (+ Complete) 
 
PBSdef, pH 7.5 8 g NaCl 
(Phosphatpuffer-defizient) 0,2 g KCl 
       1,15 g Na2HPO4 x 2 H2O 
 0,2 g KH2PO4 
 ad 1 l dH2O 
 
PBS++, pH 7.4  PBSdef supplementiert mit 
 0,9 mM CaCl2 









Probenpuffer (4x) 20 ml Glycerin 
 10 ml β-Mercaptoethanol 
 4 g SDS 
 10 ml 1 M Tris-HCl, pH 6,8 
 200 mg Bromphenolblau 
 ad 100 ml dH2O 
 
Proteingellaufpuffer (10x) 10 g SDS 
 30 g Tris 
 144 g Glycin 
 ad 1 l dH2O 
 
SDS-PAGE-Sammelgelpuffer 0,4 % SDS 
 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 
 
SDS-PAGE-Trenngelpuffer 0,4 % SDS 
 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 
 
TAE-Puffer, pH 8.0 (50x) 242 g Tris 
 57,1 g Essigsäure 
 100 ml 0.5 M EDTA, pH 8.0 
 ad 1 l dH2O 
 
Transferpuffer für WB (1x) 300 mg Tris 
 144 mg Glycin 
 100 ml EtOH 
 ad 1 l dH2O 
 
Waschpuffer für WB (PBST) 0,1 % Tween® 20 
 in PBSdef 
 
3.5.2  Lösungen 
Ampicillin (Amp)-Stammlösung (100 mg/ml) 100 mg Ampicillin 
 ad 1 ml dH2O 
 




Kanamycin (Kan)-Stammlösung (25 mg/ml) 25 mg Kanamycin 
 ad 1 ml dH2O 
 
3.5.3  Substratlösungen für Western Blot-Analysen 
Luminata Forte Western HRP Substrat Merck, Darmstadt (D) 




3.6.1  Wachstumsmedien für Bakterienzellen 
LB-Agar (1,5 %) 3,75 g BactoTM-Agar 
 ad 250 ml LB-Medium 
 
LB-Medium 10 g NaCl 
 5 g Hefeextrakt 
 10 g Pepton 
 ad 1 l dH2O 
 
NZY+-Medium 10 g Caseinhydrolysat 
 5 g Hefeextrakt 
 5 g NaCl 
 ad 1 l dH2O 
 + 12,5 ml 1 M MgCl2 
 + 12,5 ml 1 M MgSo4 
 + 20 ml 20 % Glukose in dH2O 
 
3.6.2  Zellkulturmedien 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)  Gibco® /InvitrogenTM, Karlsruhe (D) 
Leibovitz's L-15 Medium Thermo Fisher, München (D) 
Minimum Essential Medium (MEM)  Gibco® /InvitrogenTM, Karlsruhe (D) 
OPTI-MEM® I  Gibco® /InvitrogenTM, Karlsruhe (D) 
Fötales Kälberserum (FCS) Gibco® /InvitrogenTM, Karlsruhe (D) 
L-Glutamin, 200 mM (100x)  Gibco® /InvitrogenTM, Karlsruhe (D) 
Penicillin/Streptomycin, 5000 IU/ml  Gibco® /InvitrogenTM, Karlsruhe (D) 
MEM Nicht-essentielle Aminosäuren (NEAS)-Lösung (100x) Gibco® /InvitrogenTM, Karlsruhe (D) 




DMEM++(0%) 500 ml DMEM 
(0 % FCS, 1 % P/S, 1 % Q) 5 ml L-Glutamin, 200 mM (100x) 
 5 ml Penicillin/Streptomycin, 5000 IU/ml 
 
DMEM+++(3%) 500 ml DMEM 
(3 % FCS, 1 % P/S, 1 % Q) 15 ml FCS 
 5 ml L-Glutamin, 200 mM (100x) 
 5 ml Penicillin/Streptomycin, 5000 IU/ml 
 
DMEM+++ 500 ml DMEM 
(10 % FCS, 1% P/S, 1 % Q) 50 ml FCS 
 5 ml L-Glutamin, 200 mM (100x) 
 5 ml Penicillin/Streptomycin, 5000 IU/ml 
 
MEM++(4%) 500 ml MEM 
 20 ml FCS 
(0 % FCS, 1 % P/S, 1 % Q) 5 ml L-Glutamin, 200 mM (100x) 
 5 ml Penicillin/Streptomycin, 5000 IU/ml 
 
Leibovitz’s++++ 500 ml Leibovitz’s L15 Medium  
(20 % FCS, 1% P/S, 1 % Q, 1 % NEAS) 50 ml FCS 
 5 ml L-Glutamin, 200 mM (100x) 
 5 ml Penicillin/Streptomycin, 5000 IU/ml 
 5 ml NEAS (100x) 
 
3.7 Nukleotide und Nukleinsäuren 
3.7.1  DNA-Größenmarker, freie Nukleotide und Random Primer 
Desoxynukleotid (dNTP)-Mix (je 10 mM), Peqlab, Erlangen (D) 
bestehend aus:  dATP (2’-Desoxyadenosin-5’-Triphosphat) 
 dCTP (2’-Desoxycytosin-5’-Triphosphat) 
 dGTP (2’-Desoxyguanosin-5’-Triphosphat) 
 dTTP (2’-Desoxythymidin-5’-Triphosphat) 
O’Gene RulerTM 1 kb Plus DNA Ladder (250-20.000 bp) Thermo Fisher, München (D) 
Random Primer Mix (60 μM) NEB, Frankfurt (D) 




3.7.2  DNA-Oligonukleotide (Primer für PCR/Sequenzierungen) 
  Nr. Name Sequenz (5‘ – 3‘) 
 
Primer für analytische PCR und Sequenzierungen 
    20 VP30-2157 fwd tac ctc cac cac tgc cca cag ccc 
    72 GPv-7244 fwd cct ctg gag gga agg cga cat g 
1233 pCAGGS-forw cct tct tct ttt tcc tac ag 
1234 pCAGGS-rev cct tta tta gcc aga agt cag 
2709 GFP/YFP (fwd) gat cac tct cgg cat gga cga g 
2710 GFP/YFP (rev) ctc gtc cat gcc gag agt gat c 
3038 JUNV-L2-mCherry (fwd) ggc cac tac gac gct gag g 
3602 eGFP_Insert-Seq-Primer fwd ccg acc act acc agc aga aca 
3612 Rab9wt_RueckMut_V10I ttt tta aag taa ttc tcc ttg gag atg gtg gag ttg gg 
3625 MARV-GP_TMD rev gca aaa tgc cca agt tag taa gaa cac c 
3626 LASV-GPC_TMD rev gct aat aag ata gaa act tgt act gaa cac 
3631 MARV-GP fwd_after MLD gaa ttt gga gcg ttc agg agg atg ac 
3832 Rab13synth rev ctg act tct ggc taa taa agg 
3948 Rab5_fwd_BglII caa gat cta tgg cta gtc gag gc 
3951 Rab5_rev_SalI gag tcg act tag tta cta caa cac tg 
4620 pEGFPvector_rev cat ttt atg ttt cag gtt cag 
4621 MyoVa_2200 gtt acc tga gtt taa aat gct 
4622 MyoVa_3200 tca ggg cgc act cct ctc act 
4623 MyoVa_4200 gat gag cag aat aaa gac tac 
4624 MyoVa_5200 cag ctg gtg agc caa aaa gaa 
4625 MyoVa_2200 cag cct tcc tga gtt taa gga 
4626 MyoVa_3200 tcc tgc cac caa cac agc taa 
4627 MyoVa_4200 cag cgg aag att gat gac cag 
4628 MyoVa_5000 atg cag ata tag cct aca ata 
4629 MyoVaTail_2150 gag cag gag aag cag gtg atg 
4637 MyoVaTail 2950 gaa cta gaa gtg ggc ca 
 
Tabelle 3.1: Für PCR und Sequenzierungen verwendete Primer. 
Die Primer-Synthesen wurden von Dr. M. Krause am Institut für Molekularbiologie und Tumorforschung in Marburg (#20, 








3.7.3  „small interfering RNAs“ (siRNAs) 
ON-TARGETplus Human RAB11A (8766) Dharmacon, Lafayette (CO, USA) 
siRNA - SMARTpool 
In dieser Arbeit wurde eine kommerziell erhältliche Mischung von vier verschiedenen siRNAs gegen 
das humane Rab11 verwendet (siRNA-Pool), die im Folgenden inklusive ihrer Sequenz einzeln 
aufgeführt sind. 
ON-TARGETplus SMARTpool siRNA  gca aca aug ugg uuc cua u 
J-004726-07, RAB11A 
ON-TARGETplus SMARTpool siRNA  caa gag cga uau cga gcu a 
J-004726-08, RAB11A 
ON-TARGETplus SMARTpool siRNA  gug cag ugc ugu cag aac a 
J-004726-09, RAB11A 
ON-TARGETplus SMARTpool siRNA  gag auu uac cgc auu guu u 
J-004726-10, RAB11A 
 
3.8       Vektoren und rekombinante Plasmide 
pCAGGS-MARV-GP  (MARV Musoke) Institut für Virologie (AG Becker), Marburg  
pCAGGS-MARV-GPΔMLD-mCherry  (MARV Musoke) Institut für Virologie (AG Becker), Marburg 
pCAGGS-MARV-VP40  (MARV Musoke) Institut für Virologie (AG Becker), Marburg 
pCAGGS-MARV-NP  (MARV Musoke) Institut für Virologie (AG Becker), Marburg 
pCAGGS-EBOV-GP  (EBOV Mayinga)  Institut für Virologie (AG Becker), Marburg 
pCAGGS-NiV-F-HA (NiV Malaysia) Institut für Virologie (AG Maisner), Marburg 
pCAGGS-NiV-G-HA (NiV Malaysia) Institut für Virologie (AG Maisner), Marburg 
pCAGGS-IAV-HA   (A/dk/bavaria/1/77) Institut für Virologie (AG Matrosovich),    
  Marburg 
phCMV-VSV-G (VSV Indiana) J. Rose, Yale University School of Medicine,  
  New Haven (CT, USA) 
pEGFP-C3 (Leervektor) Clontech, St-Germain-en-Laye (F)  
pEGFP-C3-Rab5 Institut für Virologie (AG Maisner), Marburg 
 -> subkloniert in pEGFP-C3-Vektor (s. 4.1.1) 
pEGFP-N1-Rab7 A. Helenius, IBC, Zürich (CH) 
pEGFP-C3-Rab8 S. Schuck, MPI Dresden 
 -> Q60R-Mutation entfernt (s. Halwe, 2014) 




pEGFP-C3-Rab9 S. Pfeffer, Department of Biochemistry, 
Stanford University (CA, USA) 
 -> V10I-Mutation entfernt (s. 4.1.2) 
pEGFP-C1-Rab10 S. Schuck, MPI Dresden 
pEGFP-C3-Rab11 R. Jacob, Institut für Zytobiologie,  
 Marburg 
pEGFP-C3-Rab11 S25N (DN) R. Jacob, Institut für Zytobiologie,  
 Marburg 
pEGFP-C3-Rab11 Q70L (KA) generiert durch in vitro-Mutagenese des 
pEGFP-Rab11 durch G. Schudt, Institut für 
Virologie, Marburg 
pEGFP-C3-Rab13 Institut für Virologie, Marburg 
pEGFP-Myosin Va Tail R. Cheney, University of North 
Carolina,Chapel Hill (USA) 
pEGFP-Myosin Vb Tail R. Cheney, University of North 
Carolina,Chapel Hill (USA) 
pEGFP-Myosin Vc Tail R. Cheney, University of North 
Carolina,Chapel Hill (USA) 
pEGFP-Myosin Vb wt R. Cheney, University of North 
Carolina,Chapel Hill (USA) 
pmCherry-Rab11 Michael Davidson, Florida State University, 
Tallahassee (Addgene Plasmid #55124) 
 
3.9 Proteine und Peptide 
3.9.1  Enzyme und Proteine  
Alkaline Phosphatase (1 U/µl) Roche, Basel (CH) 
Pwo-DNA-Polymerase (1 U/μl) Peqlab, Erlangen (D) 
Restriktionsendokuklease Bgl II (10 U/µl) NEB, Frankfurt (D) 
Restriktionsendokukleas Sal I-HF (20 U/µl) NEB, Frankfurt (D) 
Ribolock RNase Inhibitor (40 U/μl) Thermo Fisher Scientific, München (D) 
T4 DNA-Ligase H.C. (5 U/µl) invitrogen, Karlsruhe (D) 
 
3.9.2  Proteinmarker  
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, München (D) 




3.9.3  Antikörper 
Primär-Antikörper 
 
Name Spezies Hersteller Arbeits-
verdünnungen 




Institut für Virologie  





Institut für Virologie  






Rockville (MD, USA) 
1:50 - 
α-MARV-GP (non glyc 95/3, 
11.9.96), polyklonal 
Kaninchen 
Institut für Virologie  





Institut für Virologie  





Institut für Virologie  





Institut für Virologie  
(AG Becker), Marburg (D) 
1:100 - 
α-MARV (37/6),  
polyklonal (Serum) 
Ziege 
Institut für Virologie  





α-EBOV-GP (534, 2.4 mg/ml), 
monoklonal 
Maus 
Institut für Virologie  





J. Rose, Yale University, 













Institut für Virologie  
(AG Maisner), Marburg (D) 
1:500 - 
α-CD71/TfR (3B8 2A1, sc-
32272), monoklonal 
Maus 
Santa Cruz Biotechnology 




































α-Rab11 (D4F5, 5589), 
polyklonal 
Kaninchen 












Cell Signaling,  
Frankfurt (D) 
- 1:200 
























Limerick (PA, USA) 
1:100 - 
 





Name Spezies Hersteller 
Arbeits-
verdünnungen 
       IFA  WB 
α-Maus (H+L), A32723 
Alexa Fluor 488 Plus-gekoppelt 
 
Ziege 
Thermo Fisher Scientific, 
München (D) 
1:400 - 
α-Maus (H+L), A11004 
Alexa Fluor 568-gekoppelt 
 
Ziege 
Thermo Fisher Scientific, 
München (D) 
1:400 - 
α-Maus (H+L), A11005 
Alexa Fluor 594-gekoppelt 
 
Ziege 
Thermo Fisher Scientific, 
München (D) 
1:400 - 
α-Maus (H+L), A21235 
Alexa Fluor 647-gekoppelt 
 
Ziege 
Thermo Fisher Scientific, 
München (D) 
1:400 - 




α-Kaninchen (H+L), A11008                  
Alexa Fluor 488-gekoppelt 
 
Ziege 
Thermo Fisher Scientific, 
München (D) 
1:400 - 
α-Kaninchen (H+L), A11012                  
Alexa Fluor 594-gekoppelt 
 
Ziege 
Thermo Fisher Scientific, 
München (D) 
1:400 - 
α-Kaninchen (H+L), A32733                  
Alexa Fluor 647-gekoppelt 
 
Ziege 
Thermo Fisher Scientific, 
München (D) 
1:200 - 
α-Kaninchen (H+L), M10992                  
Marina Blue-gekoppelt 
 
Ziege Invitrogen, Karlsruhe (D) 1:40 - 
α-Ziege (H+L),  
Alexa Fluor 488-gekoppelt 
 
Ziege 






Ziege Dako, Glostrup (DK) - 1:40000 
α-Kaninchen (MinX),                         
711-036-152, POD-gekoppelt 
 








Streptavidin (3999),  
HRP-gekoppelt 
 




Tabelle 3.3: Verwendete Sekundär-Antikörper. 
 
3.10 Zellen 
3.10.1  Prokaryotische Zellen 
E.coli-Stamm XL1-Blue Agilent, Santa Clara (USA) 
Genotyp:  recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F‘ proAB laclqZ_M15 Tn10 (Tetr)] 
E.coli-Stamm XL10-Gold® ultrakompetent Agilent, Santa Clara (USA) 
Genotyp:  Tetr (mcrA)183 (mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac 
               Hte [F’ proAB lacIqZ M15 Tn10 (Tetr) Amy Camr] 
 
3.10.2  Eukaryotische Zellen 
HuH7-Zellen humane Hepatokarzinomzellen 
VeroE6-Zellen Nierenzellen der Grünen Meerkatze (Chlorocebus) 
 
3.11 Viren 
MARV, Isolat Musoke (Kenia, 1980) Institut für Virologie, Marburg (D)  
 





Image Lab 4.0 Bio-Rad, München (D) 
Chromas Lite 2.1.1 Technelysium, South Brisbane (AUS) 
Clone Manager 9 Sci-Ed-Software, Morrisville (USA) 
Prism 8  GraphPad Software, San Diego (CA, USA) 
ImageJ/Fiji v. 1.52i      (Schindelin et al., 2012)  ImageJ Development Team, University of  
  Wisconsin, Madison (WI, USA) 
Leica Application Suite Advanced Fluorescence Leica Microsystems, Wetzlar (D) 
(LAS AF) 2.6.1.7314 
Nikon NIS Elements Nikon Instruments Europe, Amsterdam (NL) 
Microsoft Office 2013/2016 Microsoft, Redmond (USA) 
 
3.13 Plugins und Makros für ImageJ/Fiji 
3D Suite  Ollion et al. (2013) 
Coloc2  https://imagej.net/Coloc_2 
JACoP  Bolte und Cordelières (2006) 
 
Zudem wurden selbst programmierte Makros verwendet, deren Codes sowohl dieser Arbeit als 
Anhang beigelegt wurden als auch auf Anfrage zur Verfügung gestellt werden können. 





4.1       Molekularbiologische Methoden 
4.1.1  Amplifikation von spezifischen DNA-Sequenzen mittels Polymerase-          
Kettenreaktion (PCR) 
Die PCR, die eine in vitro-Vervielfältigung spezifischer DNA-Sequenzen ermöglicht, wurde 
entsprechend der Beschreibung in meiner Masterarbeit durchgeführt (Halwe, 2014). Die Amplifikate 
werden im Anschluss mittels einer analytischen Agarose-Gelelektrophorese (4.1.4) überprüft. 
 
Die PCR wurde in dieser Arbeit im Rahmen der Klonierung der pEGFP-Rab5- und pEGFP-Rab13-
Konstrukte verwendet.  
Der OLR des caninen Rab5 wurde aus dem Vektor pGFP-Rab5 (Institut für Virologie, AG Maisner) 
amplifiziert (Primer #3948 und #3951), mittels Restriktionsverdau (Bgl II, Sal I) ausgeschnitten und in 
den Vektor pEGFP-C3 (Clontech) subkloniert. Der OLR des humanen Rab13, flankiert durch Primer-
Bindungs- sowie Restriktionsschnittstellen, wurde durch die Firma Thermo Fisher Scientific (Gene Art 
Strings) synthetisiert. Die DNA wurde anschließend mittels PCR amplifiziert (Primer #1233 und #3832), 
mit Restriktionsendonukleasen (Bgl II, Sal I) verdaut und in den Vektor pEGFP-C3 (Clontech) 
subkloniert. Die Vervielfältigung der Plasmide erfolgte in E. coli XL1 Blue. 
 
4.1.2     Ortsgerichtete Mutagenese von Plasmid-DNA 
Bei der ortsgerichteten Mutagenese von Plasmid-DNA werden über den Primer spezifische Mutationen 
auf DNA-Ebene in die Matrizen-Sequenz eingefügt. Die Durchführung dieser Methode wurde mit dem  
entsprechend der Beschreibung in meiner Masterarbeit durchgeführt (Halwe, 2014). 
 
Die ortsgerichtete Mutagenese wurde in dieser Arbeit verwendet, um eine Punktmutation im pEGFP-
Rab9-Konstrukt (V10I) zurückzumutieren (Primer #3612). Die Vervielfältigung des Plasmids erfolgte in 
E. coli XL10 Gold. 
 
4.1.3     Aufreinigung von Nukleinsäuren 
Die Durchführung dieser Methode wurde mit dem E.Z.N.A.® Probe Purification Kit anhand des 
Herstellerprotokolls entsprechend der Beschreibung in meiner Masterarbeit durchgeführt (Halwe, 
2014).  
 




4.1.4     Analytische und präparative Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von 
Nukleinsäuren 
Mittels der Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente elektrophoretisch anhand ihrer 
Molekülgröße aufgetrennt. Die Durchführung dieser Methode wurde entsprechend der Beschreibung 
in meiner Bachelorarbeit durchgeführt (Halwe, 2012). 
 
4.1.5     Extraktion von DNA aus Agarosegelen 
Die Extraktion der DNA aus Agarosegelen wurde unter Einsatz des E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit anhand 
des Herstellerprotokolls durchgeführt. Die aufgereinigte DNA wurde im terminalen Schritt in 30 μl 
dH2O eluiert. 
 
4.1.6     Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
Die Durchführung dieser Methode wurde entsprechend der Beschreibung in meiner Bachelorarbeit 
durchgeführt (Halwe, 2012). 
 
4.1.7     Dephosphorylierung linearisierter Plasmid-DNA 
Zur Vermeidung einer Religation von mit Restriktionsendonukleasen verdauten Vektoren wurden die 
freien 5’-Phosphatgruppen durch die Behandlung mit Alkaliner Phosphatase (AlP) entfernt. Dazu 
wurde dem Restriktionsverdau 1 µl AP zugefügt und der Ansatz 1 h bei 37 °C (höhere Stabilität der 
AlP), gefolgt von einer zweiten Inkubation für 30 min bei 52 °C (höhere Aktivität der AlP). 
 
4.1.8     Ligation von DNA-Fragmenten und linearisierten Vektoren 
Die Durchführung dieser Methode wurde mit den unten aufgeführten Änderungen entsprechend der 
Beschreibung in meiner Bachelorarbeit durchgeführt (Halwe, 2012). 
 
Die Ligation erfolgte in einem Insert/Vektor-Verhältnis von 3:1 bei einer Vektormenge von 50 ng (+), 
zusätzlich wurde eine Negativkontrolle (-) ohne Insert angesetzt. Der Ligationsansatz wurde für 3 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Insert-Menge (+) wurde nach folgender Formel berechnet (s. Online-
Tool NEB-BioCalculator): 
 
X g Insert =   
𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡
𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟


























4.1.9     Transformation von Plasmid-DNA in bakterielle Zellen 
Zur Reproduktion von Plasmiden werden diese in sog. ultrakompetente Bakterienzellen eingebracht. 
Die Durchführung dieser Methode wurde entsprechend der Beschreibung in meiner Bachelorarbeit 
durchgeführt (Halwe, 2012). 
 
4.1.10     Kultivierung und Selektion rekombinanter Bakterienzellen 
Die Anzucht der Bakterien erfolgt in LB-Medium bzw. auf LB-Agar, komplementiert mit einem 
entsprechenden Antibiotikum als Selektionsmarker. Die Durchführung dieser Methode wurde 
entsprechend der Beschreibung in meiner Masterarbeit durchgeführt (Halwe, 2014). 
 
4.1.11     Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen 
Zur Isolation der Plasmid-DNA müssen die Bakterienzellen lysiert und die DNA anschließend 
aufgereinigt werden. Die Durchführung dieser Methode wurde mit dem E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini 
Kit bzw. dem E.Z.N.A.® Fast Filter Plasmid DNA Maxi Kit anhand des Herstellerprotokolls entsprechend 
der Beschreibung in meiner Masterarbeit durchgeführt (Halwe, 2014).  
Die präparierte Plasmid-DNA wurde anschließend photometrisch quantifiziert (4.1.8) sowie mittels 
Sequenzierung (4.1.9) analysiert. 
 
4.1.12     Konzentrations- und Reinheitsanalysen von DNA 
Die DNA-Konzentration einer Probe kann mithilfe spektralphotometrischer Messungen durch den 




Vektor 50 ng 50 ng 
Insert nach Formel - 
Ligase Puffer 
 (5x), invitrogen 
4 μl 4 μl 
T4 DNA Ligase H.C. 
(5 U/µl), invitrogen 
0,2 µl 0,2 µl 
dH2O ad 20 µl ad 20 µl 




Beschreibung in meiner Bachelorarbeit durchgeführt (Halwe, 2012). Zur Analyse im wurden jeweils               
1,5 µl Probe aufgetragen. 
 
4.1.13     DNA-Sequenzierung nach der Kettenabbruchmethode 
Die Sequenzierung nach der Kettenabbruchmethode, durch die die genaue Basenabfolge einer DNA-
Sequenz aufgeklärt werden kann, wurde mit unten genannten Änderungen entsprechend der 
Beschreibung in meiner Bachelorarbeit durchgeführt (Halwe, 2012). 
Die Proben wurden nach unten angegebenem Schema angesetzt und zur Ausführung der 
Sequenzierungsreaktion an die Firma „Seqlab Sequence Laboratories Göttingen GmbH“ übergeben. 
 
Reaktionsansatz: 1,2 µg DNA-Template 
 30 pmol Sequenzierungs-Primer 
 ad 15 µl dH2O 
 
 
4.2       Proteinbiochemische Methoden 
4.2.1  Auftrennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese              
(SDS-PAGE) 
Zur näheren Untersuchung von Proteinen mittels Western Blot-Analyse (4.2.2) wurden diese zunächst 
ihrem Molekulargewicht entsprechend mithilfe einer diskontinuierlichen SDS-PAGE aufgetrennt. Diese 
Methode wurde mit unten genannten Änderungen entsprechend der Beschreibung in meiner 
Masterarbeit durchgeführt (Halwe, 2014). 
 
Je nach Proteingröße wurden SDS-Gele mit 10 % bzw. 12 % Polyacrylamid verwendet. Standardmäßig 
kamen dabei 10 %-ige Gele zum Einsatz, während für die Detektion der kleineren Rab-GTPasen                         
(ca. 24 kDa) 12 %-ige Gele verwendet wurden. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 110 V (Sammelgel) 
bzw. 160 V  (Trenngel) und maximaler Stromstärke. 
 
4.2.2   Proteintransfer mittels Western Blot (WB) und Immundetektion  
Per SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden im Anschluss auf eine PVDF-Membran transferiert, die 
eine immunhistochemische Detektion ermöglicht. Die Durchführung des WB nach dem Semi-Dry-Blot-




Prinzip erfolgte mit unten genannten Änderungen entsprechend der Beschreibung in meiner 
Masterarbeit (Halwe, 2014).  
 
Der Transfer erfolgte je nach Proteingröße nach unterschiedlichen Protokollen. Das Standardprotokoll 
(10 %-Gele) sah einen Transfer für 25 min bei 20 V und maximaler Stromstärke vor. Die Rab-GTPasen 
(12 %-Gele) wurden hingegen für 90 min bei einer Stromstärke von 43 mA/Blot und maximaler 
Spannung transferiert. Die Blockierung freier Bindungsstellen auf der Membran erfolgte in 10 % 
Milch/PBSdef, entweder über Nacht bei  4 °C oder für 1 h bei Raumtemperatur. Da das in der Milch 
enthaltene Biotin vor allem bei längerer Inkubation zu unspezifischen Hintergrundsignalen führen 
kann, wenn die Membranen mit Streptavidin-HRP gefärbt werden, wurde die Blockierung von mit 
Streptavidin-HRP zu färbenden Blots ausschließlich für 1 h bei Raumtemperatur durchgeführt.  
Für die Immunfärbung wurde die Membran 1 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 °C in der 
Primär-AK-Lösung inkubiert. Aufgrund der schwachen endogenen Signale der Rab-GTPasen wurden 
diese Proteine ausschließlich über Nacht gefärbt. Im Falle des Rab11B wurden die Blots zudem sowohl 
im 1°- als auch im 2°-Antikörper jeweils zweimal inkubiert, da das Signal nach dem ersten Durchgang 
zu schwach war. 
Die Detektion erfolgte auf der Grundlage der Chemilumineszenz. Dazu wurden die Blots mit einer 
entsprechenden Substratlösung (SuperSignal® West Dura Extended, dem sensitiveren Luminata Forte 
Western HRP Substrat oder dem noch sensitiveren SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity) für 
5 min inkubiert und am ChemiDoc™ XRS+ (Bio-Rad) ausgewertet. Die Quantifizierung der 
Bandenintensitäten erfolgte mithilfe der Software „Image Lab“ (Bio-Rad). 
 
 
4.3       Zellbiologische Methoden 
4.3.1   Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen 
Zur rekombinanten Expression von Proteinen in eukaryotischen Zellen wurden diese mit den 
entsprechenden Plasmiden transfiziert. Die Durchführung dieser Methode wurde mit unten genannten 
Änderungen entsprechend der Beschreibung in der Bachelorarbeit von Sandro Halwe durchgeführt 
(Halwe, 2012). 
Die Transfektion wurde in dieser Arbeit direkt im Wachstumsmedium ( DMEM+++(10%) ) durchgeführt, 
da sich die Präsenz von FCS in diesem System als nicht abträglich für die Transfektionseffizienz 
erwiesen hat. Um zytotoxische Effekte sowie DNA-Artefakte in der DAPI-Färbung durch überschüssige 
Plasmid-DNA zu minimieren, wurde das Transfektionsmedium 4 h post transfectionem (hpt) mit 




DMEM+++(3%) bzw. 3 hpt mit Leibovitz’s++++ ausgetauscht. Die jeweiligen Volumina der 
Transfektionsansätze können der unten stehenden Tabelle entnommen werden. 
Die Inkubation der transfizierten Zellen bei 37 °C variierte abhängig von der Fragestellung zwischen 16 








Mediumwechsel                    
3 bzw. 4 hpt zu 
        
24 well                        
(IFA) 
1 ml DMEM+++(10%) 100 µl 1 ml DMEM+++(3%), 4 hpt 
6 well 
(OBA) 
3 ml DMEM+++(10%) 300 µl 3 ml DMEM+++(3%), 4 hpt 
4 well ibidi 
(Live Cell Imaging) 
1 ml DMEM+++(10%) 100 µl 1 ml Leibovitz‘s++++, 3 hpt 
 
Tabelle 4.1: Volumina der Transfektionsansätze in verschiedenen Zellkulturplatten. 
 
4.3.2   Ernte von Zellen für die Analyse im Western Blot (WB) 
Um Zellen im Western Blot analysieren zu können, müssen diese zunächst geerntet und lysiert werden. 
Dazu wurde das Medium abgenommen, die Zellen in 1 ml PBSdef mit einem Zellschaber abgelöst und 
im PBSdef resuspendiert. Die Zellsuspension wurde anschließend in 1,5 ml-Reaktionsgefäße transferiert 
und 1,5 min bei 5 000 rpm zentrifugiert. Daraufhin wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet 
in 2x SDS-Probenpuffer resuspendiert und bei -20 °C eingefroren. Neben dem denaturierenden SDS 
enthielt der Probenpuffer zudem β-Mercaptoethanol zur Lösung von Disulfidbrücken. Vor dem 
Auftragen in der SDS-PAGE (4.2.1) wurden die Proben zusätzlich 5 min bei > 95° C aufgekocht. 
 
4.3.3   Oberflächenbiotinylierungs-Assay (OBA) 
Um die Expressionslevel von MARV-GP an der Zelloberfläche zu untersuchen, wurde ein OBA 
durchgeführt, bei dem spezifisch die an der Oberfläche lokalisierten Proteine mit Biotin markiert 
werden. Um spezifisch das biotinylierte MARV-GP zu analysieren, wurde dieses anschließend mittels 
Protein A-Sepharose sowie eines monoklonalen Maus-α-GP-Antikörpers präzipitiert. Protein A stammt 
aus Streptococcus sp. und bindet mit hoher Affinität den konstanten Fc-Teil von Immunglobulinen aus 
der Maus. Nach der Immunpräzipitation (IP) kann sowohl das biotinylierte Oberflächen-GP 
(Streptavidin) als auch das Gesamt-GP (monoklonale α-GP-Antikörper) mittels Western Blot analysiert 
werden. 
 




Im ersten Schritt wurde das Zellkulturmedium abgenommen, die Zellen mit PBS++ gewaschen und 
anschließend die Proteine auf der Zelloberfläche für 30 min bei 4 °C mit membran-impermeablem 
Sulfo-NHS-Biotin (1 mg/ml in PBS++) markiert. Zur Bindung an Proteine ist das Biotin mit einem 
aktivierten NHS-Ester modifiziert, das mit den Aminogruppen der Proteine reagiert und somit die 
Biotin-Markierung vermittelt, während die Sulfo-Gruppe dem Biotin die Membran-Impermeabilität 
verleiht. Zudem wurden die Biotinylierung sowie alle Schritte bis zur Zellernte bei 4 °C bzw. auf Eis 
durchgeführt, um eine Aufnahme des Biotins via Endozytose zu verhindern. Nach der Markierung 
wurde überschüssiges Biotin in 0,1 M Glycin/PBS++ abgesättigt, die Zellen anschließend in 1 ml PBSdef 
geerntet und für 1,5 min bei 5000 rpm pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen für 
20 min auf dem Schüttler in 500 µl (GP + Myosine) bzw. 250 µl (Rab11 Knockdown) Lysis-Puffer lysiert. 
Darauf folgte ein zehnminütiger Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm, um Zelltrümmer zu entfernen. 
Vom Überstand wurden im Anschluss a) 45 µl Zelllysat als Ausgangsmaterial sowie b) entweder 420 µl 
(OBA, GP + Myosine) oder 200 µl (Rab11 Knockdown) für die IP abgenommen. Während das 
abgenommene Lysat mit 15 µl 4x SDS-Probenpuffer versetzt und bei -20 °C eingefroren wurde, wurde 
zu der IP-Probe 5 µl eines monoklonalen Maus-α-GP-Antikörpers (50-6-10) sowie 50 µl Protein A-
Sepharose hinzugegeben. Zur Präzipitation des GP wurde die Probe für 2 h bei 4 °C auf einem Rotator 
inkubiert. Die Protein A-gebundenen GP-Antikörper-Komplexe wurden nachfolgend 3x mit 1 ml Co-IP-
Puffer (+ Complete) für je 1 min bei 4 000 rpm und 4 °C gewaschen. Danach wurde das Pellet in 30 µl 
Co-IP-Puffer (+ Complete) resuspendiert und mit 15 µl 4x SDS-Probenpuffer versetzt. Die Analyse des 
Lysats sowie der IP-Proben erfolgte über SDS-PAGE und Western Blot (4.2.1-2). In Abb. 4.1 ist das 
Prinzip des OBA noch einmal graphisch dargestellt. 
 
Abb. 4.1: Prinzip des Oberflächenbiotinylierungs-Assays. 
 
4.3.4     Indirekte Immunfluoreszenzfärbung von intrazellulären Proteinen 
Die Durchführung der Immunfluoreszenzanalyse (IFA), die die Visualisierung von Proteinen in fixierten 
Zellen auf der Grundlage von Fluoreszenzreaktionen ermöglicht, wurde grundsätzlich entsprechend 
der Beschreibung in meiner Bachelorarbeit durchgeführt (Halwe, 2012, Abschnitte 4.2.2 + 4.2.3). 




Aufgrund der Bedeutung der Methode für diese Arbeit, sind die einzelnen Schritte dieser Technik hier 
noch einmal explizit aufgeführt. 
Um die intrazelluläre Verteilung von Proteinen zu untersuchen, wurden die auf Deckgläschen 
ausgesäten Zellen 16 bzw. 24 hpt zunächst mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) in DMEM fixiert. Durch die 
Fixierung von Zellen werden alle dynamischen Lebensprozesse unmittelbar unterbunden, sodass sich 
bestimmte Momentaufnahmen zellulärer Vorgänge mikroskopisch untersuchen lassen. Das 
verwendete Fixativ PFA induziert dabei durch seine Aldehyd-Gruppen eine Kreuzvernetzung der 
Aminogruppen von Proteinen, die infolge dieser strukturellen Veränderung ihre Funktion verlieren, 
aber morphologisch weitgehend konserviert bleiben, was die spätere Markierung mit spezifischen 
Antikörpern ermöglicht. Das Standardprotokoll sah eine Fixierungszeit von 30 min vor, jedoch erwies 
sich im Falle der infolge der Expression der Myosin V Tail-Mutanten induzierten Bildung perinukleärer 
Aggregationen eine Fixierungszeit von 48 h als geeigneter, um einen zuverlässigen Zugang der 
Antikörper zu diesen verdichteten Membran- und Proteinansammlungen zu gewährleisten. Im Falle 
von aus dem BSL-4 ausgeschleusten Proben wurden die Zellen den SOPs („Standard Operation 
Procedures“) zur Inaktivierung von Filoviren folgend zweimal über Nacht mit 4 % PFA/DMEM fixiert. 
Nach der Fixierung wurden die Zellen mit PBSdef gewaschen und anschließend überschüssiges PFA für 
10 min mit 0,1 M Glycin/PBSdef abgesättigt. Im Anschluss wurden die Zellmembranen durch eine 10-
minütige Inkubation in 0.1 % Triton X-100/PBSdef permeabilisiert, um den Eintritt der Antikörper ins 
Zellinnere zu ermöglichen. Danach folgte ein weiterer Waschschritt mit PBSdef, bevor die Zellen für 
mindestens 10 min in Immunfluoreszenz-Blockierungspuffer (IF-BB) inkubiert wurden. Zur indirekten 
Immunfluoreszenzfärbung wurden 20 μl des in IF-BB verdünnten 1°-Antikörpers auf einer mit Parafilm 
beschichteten Platte vorgelegt und die Deckgläschen mit der Zellseite nach unten für 1 h in diesem              
20 µl-Tropfen inkubiert. Um ein Austrocknen sowie eine Abnahme der Fluoreszenzaktivität zu 
verhindern wurden die Antikörper-Inkubationsschritte in einer feuchten Dunkelkammer durchgeführt. 
Im Anschluss wurden die ungebundenen Antikörper durch dreimaliges, fünfminütiges Waschen mit 
PBSdef entfernt und die Zellen für abermals 1 h in 20 μl des in IF-BB verdünnten, mit einem Fluorochrom 
gekoppelten 2°-Antikörpers inkubiert. Dem Ansatz wurde in diesem Schritt ggf. zusätzlich 4’,6-
Diamidino-2-phenylindol (DAPI) in einer Verdünnung von 1:10000 zur Anfärbung der Nuklei beigefügt. 
Nach erneutem Waschen wurden die Zellen abschließend mithilfe eines Eindeckmediums (Fluoprep 
bzw. FluorSave) auf Glas-Objektträgern (76 x 22 mm) montiert. 
 
Alle Bildaufnahmen fixierter Zellen in dieser Arbeit wurden mit dem Konfokalen Laserscanning 
Mikroskop (KLSM) Leica TCS SP5 II und einem HyD3-Detektor durchgeführt. 
 
 




4.3.5     Native indirekte Immunfluoreszenzfärbung von Oberflächenproteinen 
Um eine spezifische Immunfluoreszenzfärbung von auf der Zelloberfläche lokalisierten Proteinen 
durchzuführen, erfolgte die Färbung mit dem 1°-Antikörper nativ, d.h. vor der 
Fixierung/Permeabilisierung der Zellen. Bis zur Fixierung wurden alle Schritte bei 4 °C durchgeführt, 
um die endozytotische Aufnahme von gebundenen AK in die Zelle zu verhindern.  
Nach der Abnahme des Kulturmediums wurden die Zellen 1x vorsichtig mit PBS++ gewaschen, für 1 h 
mit dem 1°-Antikörper inkubiert, erneut 1x vorsichtig mit PBS++ gewaschen und anschließend für                   
20 min in 4 % PFA/DMEM fixiert. Alle weiteren Schritte entsprachen der Färbung von intrazellulären 
Proteinen (4.3.4).  
 
4.3.6     Antikörper-Aufnahme-Assay 
Mithilfe des Antikörper-Aufnahme-Assays sollte untersucht werden, ob Proteine, die bereits an der 
Zelloberfläche lokalisiert sind, mittels einer Re-Endozytose erneut internalisiert werden. Die hier 
beschriebene Methode folgt mit geringfügigen Modifikationen einem etablierten Protokoll, mit dem 
in früheren Studien die Endozytose der NiV-Glykoproteine F und G analysiert wurden (Vogt et al., 
2005). Die Technik verbindet eine native Markierung der Oberflächenproteine (s. 4.3.5) mit der 
temporären Ermöglichung einer Endozytose, bevor die Zellen schließlich fixiert und gefärbt werden. 
Aufgrund seiner sehr effizienten Endozytose-Aktivität diente in diesem Assay das NiV-F als 
Positivkontrolle. 
Für den Antikörper-Aufnahme-Assay wurden die Zellen 24 hpt zunächst einmal vorsichtig mit 4 °C 
kaltem PBS++ gewaschen und anschließend die Oberflächenproteine nativ mit spezifischen Antikörpern 
(MARV-GP: monoklonaler Maus-α-GP, 50-6-10; NiV-F: Meerschweinchen-α-NiV-Serum), verdünnt in 
IF-BB, für 45 min bei 4 °C markiert. Darauf folgte erneut ein Waschschrit mit PBS++, bevor die Zellen 
entweder für 30 min bei 4 °C (Negativkontrolle, Endozytose blockiert) oder 37 °C (Endozytose möglich) 
inkubiert wurden. Anschließend wurden die Zellen mit 4 % PFA/DMEM fixiert, gewaschen und mit               
0,1 M Glycin/PBSdef abgesättigt. Um eine Differenzierung von internalisierten und an der Oberfläche 
verbliebenen Proteinen zu ermöglichen, wurden die markierten Oberflächenproteine bereits vor der 
Permeabilisierung mit einem Alexa Fluor 594-gekoppelten 2°-Antikörper gefärbt, gewaschen und frei 
gebliebene Bindungsstellen mit einem zweiten, nicht-fluoreszierenden (HRP-gekoppelten)                                   
2°-Antikörper abgesättigt. Im Anschluss erfolgte erneut ein Waschschritt, gefolgt von der 
Permeabilisierung, Blockierung in IF-BB sowie der Färbung der internalisierten Proteine mit einem 
dritten 2°-Antikörper, in diesem Fall gekoppelt an Alexa Fluor 488. Abschließend erfolgte die 
Eindeckung mit Fluoprep und die Analyse am KLSM. 




Durch die Verwendung in unterschiedlichen Spektren fluoreszierender 2°-Antikörper können mit 
dieser Technik an der Oberfläche verbliebene und internalisierte Proteine differenziert werden. Dies 
erlaubt eine Aussage über die jeweilige Endozytose-Aktivität. Abb. 6.3 stellt diese Methode noch 
einmal graphisch dar. 
 
Abb. 4.2: Prinzip des Antikörper-Aufnahme-Assays. 
 
4.3.7     Lebendzellmikroskopie 
Durch die Lebendzellmikroskopie können dynamische Transportprozesse in lebenden Zellen verfolgt 
werden. Da keine Antikörperfärbung wie in 4.3.4-4.3.7 möglich ist, werden allerdings zur Visualisierung 
autofluoreszierende Proteine benötigt, z.B. rekombinante GFP-gekoppelte Fusionsproteine. Die Zellen 
wurden dazu in einer µ-Slide 4 well ibidi-Platte ausgesät und transfiziert. Nach 20-24 h wurde das 
Zellkulturmedium mit 1 ml Leibovitz’s++++ ausgetauscht, das einerseits ein CO2-unabhängiges 
Kulturmilieu gewährleistet und andererseits zusätzlich zu Glutamin und Pen/Strep mit 20 % FCS und 
1 % nicht-essentiellen Aminosäuren substituiert wurde, um optimale Nährstoffbedingungen außerhalb 
des Brutschranks zu gewährleisten (s. Schudt et al., 2013; 2015; Takamatsu et al., 2018). Die 
Aufnahmen erfolgten am Lebendzellmikroskop Nikon TE2000-E. 
 
4.3.8     siRNA-vermittelte Depletion von zellulären Proteinen 
Mithilfe der sog. RNA-Interferenz kann die Expression von zellulären Proteinen herunterreguliert 
werden. Die Depletion basiert dabei die auf der Transfektion von Zellen mit spezifischen „small 
interfering RNAs“ (siRNAs), die die komplementäre mRNA des Zielproteins binden und ihre 
Degradation durch den „RNA-induced silencing complex“ (RISC) vermitteln.  
In dieser Arbeit wurde eine Mischung aus vier kommerziellen siRNAs der Firma Dharmacon 
(„SMARTpool On-TARGETplus Human Rab11A siRNA“) eingesetzt, um das endogene Rab11 zu 
depletieren. Dazu wurden eine entsprechende Menge der siRNAs für eine Endkonzentration von                   
33 nM zunächst gemeinsam mit 5 µl (6 well) bzw. 1.67 µl (24 well) des Transfektionsreagenzes 
DharmaFECT 1 (Dharmacon) in Opti-MEM für 20 min inkubiert. Anschließend wurde das 




Zellkulturmedium abgenommen und durch DMEM+++(3%) ersetzt, bevor die Transfektionskomplexe 
hinzugefügt wurden. Die Zellen wurden für 24 h inkubiert, bevor eine zweite Transfektion mit Plasmid-
DNA (s. 4.3.1) erfolgte. Nach 48 h (bzw. 24 h nach Plasmid-DNA-Transfektion) wurden die Zellen 
schließlich für eine Western Blot-Analyse geerntet (4.3.2 bzw. eine Immunfluoreszenzfärbung 
durchgeführt (4.3.4). 
 
4.3.9     Monensin-Behandlung zur Blockierung des Transports aus dem Golgi-Apparat 
Mit dem Polyether-Antibiotikum Monensin lässt sich spezifisch die Sekretion am medialen und trans-
Golgi-Komplex blockieren, wodurch der Abtransport von Proteinen aus dem Golgi-Apparat inhibiert 
werden kann (Mollenhauer et al., 1990). Die Zellen wurden dazu zunächst wie in 4.3.1 beschrieben 
transfiziert. Im Zuge des Mediumwechsels nach 4 h wurde dem Zelkulturmedium das in Methanol 
gelöste Monensin in einer Endkonzentration von 10 µM hinzugefügt und die Zellen weitere 20 h im 
Brutschrank inkubiert. Anschließend erfolgte die Immunfluoreszenzfärbung wie in 4.3.4 beschrieben. 
Kontrollzellen wurden mit einer entsprechenden Menge Methanol behandelt. 
 
 
4.4       Virologische Methoden 
Da es sich beim MARV um ein hochpathogenes Virus der Biologischen Sicherheitsstufe 4 (BSL-4) 
handelt, wurden alle Experimente mit infektiösen Viren unter BSL-4-Bedingungen am Institut für 
Virologie in Marburg durchgeführt. 
 
4.4.1   Marburg Virus-Anzucht 
Zu Beginn der Arbeiten im BSL-4-Labor wurde ein MARV-Stock angelegt, der für alle hier beschriebenen 
Experimente verwendet wurde. 
Dafür wurde initial eine MARV-infizierte Vorkultur hergestellt, indem subkonfluente VeroE6-Zellen in 
einer T25-Zellkulturflasche mit MARV bei einer „Multiplicity of Infection“ (MOI = Anzahl der Viren / 
Anzahl der Zellen) von 0,1 „plaque forming units“ (PFU) infiziert wurden. Nach 4 Tagen wurde der 
Überstand abgenommen und im Anschluss an einen Zentrifugationsschritt zur Pelletierung von 
Zelltrümmern (10 min, 2500 rpm) 1:20 in DMEM++(0%) verdünnt. Jeweils 10 ml dieser verdünnten 
Vorkultur wurden schließlich auf mehrere T175-Flaschen mit subkonfluent ausgesäten VeroE6-Zellen 
verteilt. 7 Tage nach der Infektion wurden erneut die Überstände geerntet und Zelltrümmer durch 
einen Zentrifugationsschritt (10 min, 2500 rpm) entfernt. Ein Teil dieses gereinigten 
Zellkulturüberstands wurde in Cryo-Röhrchen überführt und bei -80 °C gelagert, während ein anderer 




Teil zur weiteren Ankonzentration und Aufreinigung der Viren auf SW32-UZ-Röhrchen verteilt und mit 
einem 20 %-igen Sucrose-Kissen unterschichtet wurde. Darauf folgte eine Ultrazentrifugation für 2 h 
bei 25.000 rpm und 4 °C, bevor der Überstand verworfen und die Viruspellets in je 200 µl PBSdef 
aufgenommen wurden. Die entstandenen Virussuspensionen wurden anschließend 
zusammengeführt, aliquotiert und in Cryo-Röhrchen bei -80 °C bzw. in flüssigem Stickstoff gelagert.  
Der Titer der Viren wurde mittels Immuno-Plaque- bzw. TCID50-Assay bestimmt (4.4.3-4.4.4). Zur 
Kontrolle wurde weiterhin virale RNA mit dem QIAamp® Viral RNA Mini Kit isoliert, durch eine RT-PCR 
(Omniscript® Reverse Transcription Kit) in DNA transkribiert und anschließend mittels Sequenzierung 
überprüft. 
 
4.4.2   Marburg Virus-Infektion 
In dieser Arbeit wurden auf Deckgläschen ausgesäte humane Hepatokarzinomzellen (HuH7) mit dem 
MARV infiziert, um die Verteilung von viralen Proteinen mittels Immunfluoreszenzanalyse zu 
untersuchen. Da sich durch Vorversuche ergeben hat, dass eine parallele Transfektion mit Plasmid-
DNA (z.B. zur Expression GFP-gekoppelter zellulärer Proteine) am effizientesten verläuft, wenn die 
Plasmid-DNA 4 h vor der Infektion hinzugegeben wird, wurden subkonfluente HuH7-Zellen zunächst 
im Vollmedium (DMEM+++(10%)) transfiziert. Nach 4 h wurde das MARV im Infektionsmedium 
(DMEM++(0%)) verdünnt und das Transfektionsmedium durch das Inokulum ersetzt. Die Infektion 
erfolgte dabei stets mit einer MOI von 1 PFU. 24 sowie nochmals 48 h post infectionem (hpi) wurden 
die Zellen entsprechend der SOP für die Inaktivierung von Filoviren jeweils über Nacht mit 4 % 
PFA/DMEM fixiert und die Viren damit inaktiviert. Die Platten mit den Deckgläschen wurde 
anschließend entsprechend der SOP für das Ausschleusen von Proben aus dem BSL-4-Labor 
ausgeschleust und anschließend wie unter 4.3.4 beschrieben weiter verarbeitet. 
 
4.4.3   Immuno-Plaque-Assay 
Der Immuno-Plaque-Assay ist eine Technik zur Bestimmung des Virustiters in einer Probe. Die 
Methode basiert auf der Ausbreitung eines replizierenden Virus in der Zellkultur, die durch die 
Verwendung eines speziellen Polymer-Mediums (hier CMC) lokal begrenzt wird und in der Folge zur 
Ausbildung spezifischer Infektionsherde bzw. Plaques führt. Ein Plaque steht dabei theoretisch für ein 
einzelnes infektiöses Partikel. Zur Visualisierung wurden die viralen Protein in den Plaques mit einem 
Fluorochrom-gekoppelten Antikörper gefärbt. 
Für den Plaque-Assay wurden konfluente VeroE6-Zellen in einer 24-well-Platte mit verschiedenen 
Virusverdünnungen (10-2 - 10-7 in 500 µl DMEM++(0%)) für 1 h bei 37 °C infiziert. Anschließend wurde 
eine 2 %-ige CMC-Lösung durch die 1:1-Mischung von 4 % CMC und MEM++(4%) hergestellt, das 




Inokulum durch 500 µl der 2 % CMC/MEM-Lösung ausgetauscht und für 3 Tage bei 37 °C inkubiert. 
Danach wurden die Zellen wie unter 4.4.2 beschrieben 2x mit 4 % PFA/DMEM fixiert, aus dem BSL-4-
Labor ausgeschleust und für eine intrazelluläre Immunfluoreszenzfärbung vorbereitet (4.3.4). Die 
Immunfluoreszenzfärbung erfolgte mithilfe eines α-MARV-Serum aus der Ziege sowie eines Esel-α-
Ziege-Sekundärantikörpers, gekoppelt an Alexa Fluor 488. Die Auszählung der Plaques erfolgte am 
Fluoreszenzmikroskop. Zur Kalkulierung des Titers wurde die Anzahl an Plaques mit dem 
Verdünnungsfaktor multipliziert und als PFU/ml angegeben. 
 
4.4.4   „Tissue Culture Infectious Dose 50“ (TCID50)-Assay 
Neben dem Immuno-Plaque-Assay kann der Virustiter in einer Probe auch mit dem TCID50-Assay 
bestimmt werden. Bei diesem Test wird der sog. zytopathische Effekt (CPE), d.h. mit der Virusinfektion 
einhergehende toxische Effekte auf die Zellen, als Messparamter bestimmt und so kalkuliert, welche 
Anzahl an Viren benötigt wird, um einen CPE in 50 % der Zellen hervorzurufen. Der CPE äußert sich 
durch Abrunden oder Ablösen der Zellen und kann am Lichtmikroskop beobachtet werden. 
Für den TCID50-Assay wurden VeroE6-Zellen zu einer Konfluenz von etwa 30-40 % in einer 96-well-
Platte ausgesät und mit verschiedenen Virusverdünnungen (10-3 - 10-10) in Quadruplikaten infiziert und 
für 10 Tage inkubiert. Nach 3, 7 und final nach 10 Tagen wurde die Ausprägung des CPE mit einem 
Lichtmikroskop kontrolliert und anschließend der Titer nach der Methode von Spearman und Kärber 
berechnet (Ramakrishnan, 2016). 
 
4.5       Quantifizierung von Immunfluoreszenz-Daten 
Mikroskopische Aufnahmen von Immunfluoreszenz-Färbungen eignen sich sehr gut, um intrazelluläre 
Verteilungen oder Kolokalisationen von Proteinen zu visualisieren. Allerdings beinhalten diese Bilder 
auch viele quantifizierbare Daten, die optische Eindrücke bestätigen (oder auch widerlegen) und damit 
die Interpretation auf ein breiteres Fundament stellen können. In dieser Arbeit wurde daher die 
qualitative optische Analyse, soweit möglich und sinnvoll, mit einer quantitativen Analyse verbunden. 
In den nächsten Unterpunkten soll auf die Methoden, die zur Quantifizierung von 
Immunfluoreszenzdaten verwendet wurden, näher eingegangen werden. Alle Analysen wurden mit 








4.5.1   Pearson’s Korrelationskoeffizient (Pixel-basierte Kolokalisationsanalyse) 
Kolokalisation bezeichnet das Auftreten von zwei unterschiedlichen Proteinen an demselben Ort in der 
Zelle. Mithilfe einer Markierung mit fluoreszierenden Farbstoffen können die einzelnen Proteine durch 
ein Fluoreszenz-Mikroskops detektiert und in ein digitales Bild umgewandelt werden. In diesem Bild 
erscheint eine Kolokalisation daher schließlich als überlappende Pixel in zwei oder mehr 
unterschiedlichen Kanälen, die optisch zu einer Mischung der zugeordneten Farben führt (z.B. grün + 
rot = gelb). Jedem dieser Pixel ist dabei ein Intensitätswert zugeordnet, der bei einem 8 bit-Bild 
zwischen 0 und 255 betragen kann. Eine Möglichkeit zur Quantifizierung von Kolokalisation ist daher 
zu messen, ob die Intensitätswerte der einzelnen Pixel in zwei Kanälen korrelieren. Unter den 
verschiedenen Methoden von Pixel-basierten Quantifizierungstechniken ist dabei die Kalkulation von 
Pearson’s Korrelationskoeffizienten (PCC) eine weit verbreitete Methode (Bolte und Cordelières, 2006; 
Dunn et al., 2011). Mit dem PCC wird überprüft, ob die Pixelintensitäten zweier Kanäle in einem 
linearen Verhältnis zueinander stehen. Der PCC kann Werte zwischen -1 und +1 annehmen, wobei +1 
für eine vollständige positive Korrelation (absolute Überlagerung), -1 für eine vollständige negative 
Korrelation (absoluter Ausschluss) und 0 für keine bzw. zufällige Korrelation steht (Bolte und 
Cordelières, 2006; Dunn et al., 2011). Die Berechnung des PCC wurde an originalen konfokalen Bildern 
ohne vorherige Prozessierung mit dem in der Basisversion von ImageJ/Fiji enthaltenen Plugin Coloc2 
durchgeführt. Zusätzlich zur simplen Berechnung des PCC wurden die Bilder dabei nach dem Ansatz 
von Costes einerseits einer Grenzwertanalyse unterzogen, um eine Beeinträchtigung des Ergebnisses 
durch Hintergrundsignale zu reduzieren, und andererseits ein p-Wert berechnet, der durch 100 
randomisierte Anordnungen der Pixel die statistische Signifikanz des PCC evaluiert (Costes et al., 2004). 
Nur Bilder, deren PCC auch eine statistische Signifikanz nach Costes (p > 0,95) besaßen, wurden für die 
Analyse verwendet. Außerdem wurden in jedem Bild die Zellgrenzen mithilfe der Auswahl-Werkzeuge 
in ImageJ/Fiji manuell definiert und die Analyse auf diese Bildregion begrenzt. 
Die Berechnung des PCC kam in dieser Arbeit in den Abbildungen 5.1 und 5.4 zum Einsatz. 
 
4.5.2   Objekt-basierte Kolokalisationsanalyse 
Eine Objekt-basierte Analyse ist eine weitere Möglichkeit zur Quantifizierung von Kolokalisation, die 
sich insbesondere dann eignet, wenn die Größe und Form der zu untersuchenden Strukturen bekannt 
sind und sie sich als definierte Objekte leicht vom Hintergrund unterscheiden lassen. Der Vorteil dieser 
Methode ist, dass die Natur der Analyseobjekte als biologische Strukturen beibehalten wird und diese 
nicht in einzelne Pixel unterteilt werden (Bolte und Cordelières, 2006). 
Zu Beginn der Objekt-basierten Analyse steht stets die Segmentierung der Analyseobjekte, also die 
Separation der Zielstrukturen vom Hintergrund bzw. von anderen Strukturen, die nicht Teil der Analyse 




sein sollen (Bolte und Cordelières, 2006). Nach der Segmentierung folgt die eigentliche 
Kolokalisationsanalyse, die in dieser Arbeit entweder mithilfe des ImageJ/Fiji-Plugins JACoP („Just 
Another Colocalisation Plugin“, Bolte und Cordelières, 2006) oder durch die rein prozentuale 
Berechnung der Objektüberlappung durchgeführt wurde. In beiden Fällen wurden jeweils die 
Zellgrenzen mithilfe der Auswahl-Werkzeuge in ImageJ/Fiji manuell definiert und die Analyse auf diese 
Bildregion begrenzt. 
In Abb. 5.5 wurden die Bilder zur Segmentierung der Objekte folgenden Prozessierungsschritten 
unterzogen: 1) Hintergrund-Subtraktion mit dem „Rolling Ball“-Algorithmus (Radius 10), 2) Auto 
Threshold (Methode „Moments“), 3) Median-Filter (Radius 1). Die segmentierten Bilder wurden 
schließlich mit dem Plugin JACoP und einer Objekt-basierten Methode ausgewertet, bei der geprüft 
wird, ob die geometrischen Zentren der Objekte des ersten Kanals innerhalb der Objekte des zweiten 
Kanals lokalisiert sind („Colocalization based on geometrical centres-particles coincidence“). Bei der 
Analyse wurden die GP-Objekte als Partikel definiert und geprüft, ob sie mit den geometrischen 
Zentren der GFP-Rab11- bzw. VP40-Objekte kolokalisieren. 
Da es sich bei den Myosin V Tail-Objekte in Abb. 5.10 um relativ große und klar definierte Strukturen 
handelte, wurde hier überprüft, wie viele dieser Aggregate mindestens eine Überlappung von 50 % mit 
GP-Objekten zeigen. Da der Fokus hierbei auf den großen Myosin V-Aggregaten lag, wurden die 
Objekte zusätzlich anhand ihrer Größe segmentiert und eine Mindestgröße von 0,25 µm² definiert. Die 
Segmentierung der Objekte wurde mittels folgender Prozesserungsschritte durchgeführt: 1) Auto 
Threshold (Methode „Intermodes“) für den Myosin V-Kanal bzw. Auto Local Threshold (Methode 
„Contrast“, Radius 15), 2) Medianfilter (Radius 1), 3) Watershed, 4) Analyze Particles (Size = 0,25 µm² 
- Infinity). Für die Quantifizierung wurde eine Kolokalisation definiert als eine Objekt-Überlappung von 
mindestens 50 % der Fläche. 
Diese Methode wurde in einer weiteren Studie mit vergleichbaren Prozessierungsschritten verwendet, 
um die Kolokalisation von NiV-M bzw. γ-Tubulin in NiV „Inclusion Bodies“ zu quantifizieren (Ringel, 
Heiner, Behner, Halwe et al., 2019). 
 
4.5.3   Intensitätsmessungen von Immunfluoreszenz-Daten 
Zur Quantifizierung der Oberflächenexpression von MARV-GP wurden in den Abbildungen 5.13 und 
5.15 die Pixel-Intensitäten im Oberflächen- sowie im Gesamt-GP-Kanal gemessen und miteinander ins 
Verhältnis gesetzt. Um die variable Größe der Zellen zu berücksichtigen, wurde bei der Messung jeweils 
die „Integrated Density“, also die Pixel-Intensität x Fläche, gemessen. Die Messung erfolgte entweder 
mit der Standard-Messfunktion von ImageJ/Fiji (Abb. 5.13) oder dreidimensional mithilfe des „3D 




Suite“-Plugins (Ollion et al., 2013). Die Zellgrenzen wurden auch hier mithilfe der Auswahl-Werkzeuge 
in ImageJ/Fiji manuell definiert und die Analyse auf diese Bildregion begrenzt. 
 
4.6       Statistische Methoden 
Die quantitativen Analysen in dieser Arbeit bilden jeweils den Mittelwert inklusive 
Standardabweichung von mindestens drei unabhängigen Experimenten ab. Im Falle der 
Einzelzellanalysen von konfokalmikroskopischen Bildern ist zudem die Anzahl der analysierten Zellen 
angegeben. Um zu ermitteln, ob sich die Werte der verschiedenen Proben statistisch signifikant 
voneinander unterscheiden, wurden die unten genannten statistischen Tests angewandt. Die 
Berechnung erfolgte mit der Software GraphPad Prism. Zusätzlich zur Signifikanzanalyse wurden alle 
Gruppen auf eine Normalverteilung (Anderson-Darling-Test) sowie auf eine Homogenität der 
Varianzen (Brown-Forsythe-Test, Bartlett-Test) geprüft. 
 
Waren die Voraussetzungen für einen 1-Weg ANOVA gegeben (mehrere Stichproben, 
Normalverteilung, Varianzhomogenität) wurde dieser Test gewählt. Gruppen mit mehreren 
Stichproben, die die Voraussetzungen der Normalverteilung bzw. Varianzhomogenität nicht erfüllten, 
wurden einem nicht-parametrischen Test (Kruskal-Wallis-Test) unterzogen. Für Experimente, in denen 
eine Probe auf 100 % gesetzt wurde und alle weiteren Gruppen mit dieser Kontrollprobe verglichen 
wurden, erfolgte die Analyse mithilfe von Student’s t-Test mit Welch-Korrektur. 





5.1    Analyse der subzellulären Lokalisation des Marburg Virus Glykoproteins 
Zur Charakterisierung der intrazellulären Lokalisation von MARV-GP wurden im ersten Teil dieser 
Arbeit umfassende (konfokal-) mikroskopische Studien durchgeführt. Dies beinhaltete vergleichende 
quantitative Analysen a) der Kolokalisation von GP mit verschiedenen endosomalen Markerproteinen 
sowie b) des Einflusses der Anwesenheit des Matrixproteins VP40 auf die Lokalisation von GP und der 
Markerproteine. Im Fokus dieser Untersuchungen stand dabei insbesondere zu prüfen, ob sich eine 
stärkere Assoziation von GP und RE im Vergleich zu frühen bzw. späten Endosomen beobachten lässt. 
Die Versuche wurden zunächst in transient transfizierten Zellen durchgeführt, bevor die Ergebnisse 
mit der Situation in MARV-infizierten Zellen verglichen wurden. Als Zellmodell wurden für diese 
Studien humane Hepatokarzinom-Zellen der Linie HuH7 ausgewählt, da sie einerseits hepatischen 
Ursprungs und damit wichtige Zielzellen des MARV sind und andererseits ein bereits gut etabliertes 
Modell für die Infektion mit Filoviren darstellen (Kuhn, 2008; Mehedi et al., 2011b; Logue et al., 2019). 
Des Weiteren eignet sich diese Zelllinie aufgrund ihrer relativ flachen Morphologie besonders gut für 
mikroskopische Studien (s. Schudt et al., 2013; 2015; Takamatsu et al., 2018). Um eine höchstmögliche 
Auflösung und Spezifität der mikroskopischen Bilder zu gewährleisten, wurde, soweit nicht explizit 
anders angegeben, für alle Aufnahmen in dieser Arbeit ein konfokales Laser Scanning-Mikroskop (Leica 
SP5) verwendet. 
 
5.1.1    Komparative Kolokalisationsanalyse des Marburg Virus-Glykoproteins und 
endosomalen Markerproteinen in transient transfizierten Zellen 
Um die genaue intrazelluläre Lokalisation von MARV-GP sowie dessen Assoziation mit verschiedenen 
endosomalen Subpopulationen zu charakterisieren, wurden zunächst fluoreszenzmikroskopische 
Kolokalisationsstudien von GP und zellulären Markerproteinen in HuH7-Zellen durchgeführt, die das 
MARV-GP plasmidbasiert transient exprimierten. Um eine möglichst große Bandbreite an Markern für 
verschiedene Endosomen abzudecken, wurden sowohl diverse endogene Proteine mittels indirekter 
Antikörperfärbung markiert als auch gut beschriebene, mit dem grün fluoreszierenden Protein (GFP) 
markierte Proteine über entsprechende Plasmide koexprimiert. Einen Überblick über die untersuchten 









Tabelle 5.1     
      
 Überblick der für die Kolokalisationsanalysen verwendeten endosomalen Markerproteine 
           
      
 Endosomaler Marker Lokalisation   Detektion 
      
 EEA1  frühes Endosom [1]  endogen (Antikörperfärbung) 
      
 LAMP1  spätes Endosom / Lysosom [2] endogen (Antikörperfärbung) 
      
 LAMP2  spätes Endosom / Lysosom [2] endogen (Antikörperfärbung) 
      
 TfR  frühes / Recycling Endosom [3] endogen (Antikörperfärbung) 
      
 Rab5  frühes Endosom [4]  GFP-Fusionsprotein 
      
 Rab9  spätes Endosom [5]  GFP-Fusionsprotein 
      
 Rab11  Recycling Endosom [6]  GFP-Fusionsprotein 
      
 Referenzen:     
 1 - Mu et al. (1995) 4 - Bucci et al. (1992)   
 2 - Fukuda et al. (1991) 5 - Lombardi et al. (1993)   
 3 - Mayle et al. (2012) 6 - Ullrich et al. (1996)   
 
Für die Kolokalisationsanalyse wurden subkonfluente HuH7-Zellen zunächst mit für MARV-GP 
kodierenden Plasmidvektoren transfiziert. Im Falle einer Koexpression mit GFP-gekoppelten 
Fusionsproteinen wurden diese zusätzlich gemeinsam mit den GP-Plasmiden transfiziert. Für die 
endogenen Färbungen wurden die Zellen nach 16 h fixiert, permeabilisiert und anschließend durch 
indirekte Antikörperfärbung mit einem Fluorochrom markiert. Im Falle der Koepxression der GFP-
gekoppelten Rab-GTPasen erfolgten diese Schritte 24 h post transfectionem (hpt). 
In Abb. 5.1 A sind konfokale Aufnahmen von GP-exprimierenden Zellen gezeigt, die ein repräsentatives 
Bild der beobachteten Kolokalisationsereignisse abbilden. Zur besseren Visualisierung der zum Teil 
sehr feinen Strukturen ist zudem in jeder Zelle ein Ausschnitt hervorgehoben (weißes Rechteck im 
„Merge“-Bild), der auf der rechten Seite in vergrößerter Form dargestellt ist. Diese Ausschnitte wurden 
bewusst so gewählt, dass sie möglichst nicht in direkter Nähe zum Nukleus (viele ER- und Golgi-Stapel) 
bzw. dem Zellrand liegen, damit ein möglichst breites Bild von intrazellulären Strukturen und 
potentiellen Transportvesikeln zu erkennen ist. Im obersten Panel sind zudem zwei weitere Bereiche 
der GP-Färbung herausgestellt, anhand derer zu Beginn die standardmäßige Verteilung von MARV-GP 
erläutert werden soll (GP+EEA1, links, rotes bzw. blaues Rechteck). Auch wenn die Verteilung von 
MARV-GP durchaus variieren kann, können im überwiegenden Teil der Zellen folgende Charakteristika 
beobachtet werden: a) geringfügige bis moderate perinukleäre Akkumulationen, die vermutlich ER- 




oder Golgi-assoziiertes GP darstellen (roter Kasten, grüne Pfeile), b) meist sphärische Strukturen 
unterschiedlicher Größe in Form von Transportvesikeln zwischen der perinukleären Region und der 
PM (roter Kasten, goldene Pfeile), c) eine deutlich erkennbare Färbung der Zellgrenzen (blauer Kasten, 
grüner Pfeil) inklusive zellulärer Protrusionen (blauer Kasten, goldene Pfeile) durch an der Oberfläche 
lokalisiertes GP. 
Betrachtet man nun die Überlagerung der GP-spezifischen Signale mit denen der endosomalen 
Markerproteine fällt auf, dass insbesondere die beiden mit RE assoziierten Markerproteine, der 
Transferrin-Rezeptor (TfR) sowie GFP-Rab11, eine starke Kolokalisation mit MARV-GP aufweisen. Diese 
Kolokalisation scheint zudem in verschiedenen zellulären Strukturen aufzutreten und umschließt 
sowohl sehr kleine, sphärische als auch größere, teilweise mehr tubulär erscheinende Strukturen 
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n = 3 
Zellen = 30 
n = 3 
Zellen ≥ 50 
Abb. 5.1: MARV-GP kolokalisiert mit den Recycling Endosom-Markern TfR und Rab11. 
(A) IFA der Lokalisation von MARV-GP und endogenen endosomalen Markerproteinen. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden 
mit pCAGGS-MARV-GP transfiziert und 16 hpt mit 4 % PFA fixiert und permeabilisiert. Anschließend erfolgte eine indirekte 
Immunfluoreszenzfärbung mit einem polyklonalen Kaninchen-α-MARV-GP IgG-Primärantikörper (0303-007, ibt) in 
Kombination mit einem Alexa Fluor 594-gekoppelten Ziege-α-Kaninchen IgG-Serum. Die endogenen zellulären Proteine 
wurden jeweils mit spezifischen monoklonalen Antikörpern aus der Maus sowie einem Alexa Fluor 647-gekoppelten IgG-
Serum gefärbt, während die Detektion der Nuclei über die Zugabe von DAPI erreicht wurde. Dargestellt sind repräsentative 
Bilder aus drei unabhängigen Experimenten. Weiß umrahmte Bereiche sind auf der rechten Seite vergrößert dargestellt, 
Pfeile deuten hier auf kolokalisierende Strukturen von GP und endosomalen Markerproteinen. Im obersten Panel 
(GP+EEA1) sind zudem weitere Bereiche im GP-Kanal hervorgehoben, die eine Standardverteilung von GP abbilden. Der 
blau umrahmte, vergrößerte Bereich zeigt peripher lokalisiertes GP an der PM (grüne Pfeile) und zellulären Protrusionen 
(goldene Pfeile). Der rot umrahmte, vergrößerte Bereich deutet auf intrazelluläres GP in perinukleären Strukturen (grüne 
Pfeile) sowie sphärischen Transportvesikeln verschiedener Größe (goldene Pfeile). (B) IFA der Lokalisation von MARV-GP 
und endosomalen Rab-GTPasen. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden mit pCAGGS-MARV-GP sowie pEGFP-Rab5, pEGFP-
Rab9 bzw. pEGFP-Rab11 transfiziert und 24 hpt mit 4 % PFA fixiert und permeabilisiert. Anschließend erfolgte eine indirekte 
Immunfluoreszenzfärbung mit einem monoklonalen Maus-α-MARV-GP IgG (31-11-9) in Kombination mit einem Alexa Fluor 
594-gekoppelten Ziege-α-Maus IgG-Serum. Die Nuclei wurden mithilfe von DAPI angefärbt. Dargestellt sind repräsentative 
Bilder aus drei unabhängigen Experimenten. Weiß umrahmte Bereiche in (A) und (B) sind auf der rechten Seite vergrößert  






weitere Population von größeren GP-positiven Vesikeln mit klar sphärischer Morphologie auf, die keine 
Kolokalisation mit GFP-Rab11 zeigen (goldene Pfeilköpfe). Im Gegensatz zu den beiden RE-Markern 
kann im Falle der Markerproteine von frühen Endosomen (EEA1 und GFP-Rab5) bzw. späten 
Endosomen und Lysosomen (LAMP1/2, GFP-Rab9) nur eine geringe Kolokalisation mit GP festgestellt 
werden. Interessant ist jedoch, dass die oben angesprochenen großen, sphärischen Vesikel, die keine 
Assoziation mit GFP-Rab11 zeigen, häufig von GFP-Rab9 umrandet waren und teilweise auch mit 
LAMP1 bzw. LAMP2 überlagerten (rote Pfeile). Da diese Vesikelpopulation in verschiedener Anzahl und 
teilweise auch stark vergrößert beobachtet wurde und Rab9 sowie LAMP1/2 das degradative 
spätendosomale/lysosomale Kompartiment kennzeichnen, könnte es sich dabei potentiell um 
überschüssiges GP handeln, das von der Zelle zum Abbau vorgesehen ist. 
Um die hier angestellten Beobachtungen zu untermauern, wurden die Daten zusätzlich einer 
quantitativen Analyse unterzogen. Ein Verfahren zur Untersuchung von Kolokalisation in 
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen ist die Kalkulation von Pearson’s Korrelationskoeffizienten 
(PCC, s. 4.5.1), einer Pixel-basierten Quantifizierungsmethode, mit der die Korrelation einzelner Pixel-
Intensitäten in zwei zu vergleichenden Kanälen bestimmt wird. Das Ausmaß dieser Korrelation auf 
Pixelebene lässt sich infolgedessen als Näherungswert für das tatsächliche Ausmaß der Kolokalisation 
zweier Fluoreszenzsignale und damit der untersuchten Proteine interpretieren (Dunn et al., 2011). Der 
PCC kann dabei Werte zwischen 1 (totale positive Korrelation), 0 (keine bzw. zufällige Korrelation) und 
-1 (totale negative Korrelation bzw. Exklusion) annehmen. Aufgrund des leicht unterschiedlichen 
experimentellen Hintergrunds der Färbungen (endogen / GFP-gekoppelt, Fixierung 16 / 24 hpt) wurden 
die PCC-Werte nur innerhalb der jeweiligen Gruppen verglichen (Abb. 5.1 C). 
Vergleicht man die berechneten PCC-Werte als Maß für die Korrelation der endosomalen 
Markerproteine mit MARV-GP, bestätigen sich die visuellen Beobachtungen. In den beiden Gruppen 
zeigen jeweils der TfR bzw. GFP-Rab11 im Vergleich mit den anderen Faktoren signifikant erhöhte PCC-
Werte, was auf eine höhere Assoziation von MARV-GP mit RE als mit frühen bzw. späten Endosomen 
hinweist. Die Mittelwerte lagen dabei im Falle der beiden Recycling-Marker in einem ähnlichen Bereich 
von ca. 0.4, was zwar einen signifikanten Unterschied zu den anderen endosomalen Markern bedeutet, 
aber dennoch weit von einer totalen Korrelation entfernt ist. Dies deutet darauf hin, dass das GP neben 
diesen überlappenden Bereichen im Recycling-System auch in davon abgegrenzten Strukturen 
lokalisiert ist. Als bekannte Beispiele seien hier die Kompartimente des klassischen sekretorischen 
dargestellt. Pfeile deuten auf kolokalisierende Strukturen von GP und endosomalen Rab-GTPasen. (C) Quantitative Analyse 
der Kolokalisation. Zur Quantifizierung des Ausmaßes der Kolokalisation zwischen GP und den endosomalen 
Markerproteinen wurde der PCC für ≥ 50 Zellen (endogene Marker) bzw. 30 Zellen (Rab-GTPasen) aus jeweils drei 
unabhängigen Experimenten kalkuliert. Geometrische Symbole repräsentieren den PCC einer einzelnen analysierten Zelle, 
während die Balken jeweils den Mittelwert inklusive Standardabweichung angeben. Die statistische Analyse erfolgte 
mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests. ****: p ≤ 0,0001. Maßstabsbalken = 10 µm.  




Pfads (ER, Golgi-Apparat) sowie die PM genannt, jedoch ist auch die parallele Nutzung alternativer 
Transportwege denkbar.  
 
Betrachtet man andere Viren, für deren Oberflächenproteine eine Assoziation mit dem Recycling-
System gezeigt werden konnte, so fällt auf, dass einige dieses Kompartiment nicht primär passieren, 
sondern zunächst am RE vorbei zur Oberfläche gelangen, um anschließend von dort via Re-Endozytose 
in das Recycling-System einzutreten (Diederich et al., 2012; Hollinshead et al., 2012; Kirschman et al., 
2018). Im Falle des MARV-GP spricht zwar auf der einen Seite bereits die nur geringe Kolokalisation 
mit frühen Endosomen (Abb. 5.1, GP + EEA1 bzw. GFP-Rab5) gegen eine Re-Endozytose. Auf der 
anderen Seite konnte dennoch gelegentlich eine Überlappung mit EEA1 und GFP-Rab5 beobachtet 
werden. Weiterhin zeigte mit dem Fusionsprotein des Nipahvirus (NiV-F) ein in hohem Maße zur Re-
Endozytose neigendes Glykoprotein (Vogt et al., 2005; Diederich et al., 2012) eine deutliche 
Kolokalisation mit MARV-GP (Abb. 5.2 A). Aus diesem Grunde sollte mithilfe eines Antikörper-
Aufnahme Assays (beschrieben in Vogt et al., 2005) ausgeschlossen werden, dass MARV-GP von der 
Oberfläche re-endozytiert wird. Als Positivkontrolle diente hierbei das oben erwähnte NiV-F. 
Dazu wurden subkonfluente HuH7-Zellen zunächst mit für MARV-GP bzw. NiV-F kodierenden 
Plasmiden transfiziert. Nach 24 h wurden anschließend an der Zelloberfläche lokalisiertes GP bzw. F 
nativ, d.h. ohne vorherige Fixierung, mit spezifischen Primär-Antikörpern markiert. Um zu 
gewährleisten, dass die Antikörper nicht in die Zelle gelangen, wurden dabei jegliche Endozytose durch 
eine Inkubation bei 4 °C geblockt. Im Anschluss wurden die Zellen für 30 Minuten entweder bei 4 °C 
belassen (Negativkontrolle) oder die Temperatur auf 37 °C erhöht, um eine Endozytose der markierten 
Oberflächenproteine zu ermöglichen. Darauffolgend wurden die Zellen fixiert und zunächst die 
verbliebenen Oberflächenproteine mit einem Alexa Fluor 594-gekoppelten Sekundär-Antikörper 
gefärbt, bevor die Zellmembran permeabilisiert und internalisiertes GP bzw. F mit einem zweiten, 
Alexa Fluor 488-konjugierten Sekundär-Antikörper markiert wurde. 
Wie erwartet, konnten im Falle der 4 °C-Kontrollen weder für MARV-GP noch für NiV-F internalisierte 
Proteine detektiert werden, während an der Oberfläche beide Proteine präsent waren (Abb. 5.2 B, 
linke Spalte). Wenn jedoch durch den Temperaturwechsel zu 37 °C eine Endozytose ermöglicht wurde, 
konnten in NiV-F-exprimierenden Zellen deutliche intrazelluläre Signale beobachtet werden, während 
in MARV-GP-exprimierenden Zellen kein internalisiertes GP detektierbar war (Abb. 5.2 B, rechte 
Spalte). Daraus lässt sich die Schlussfolgerung ziehen, dass MARV-GP nicht von der Zelloberfläche re-
endozytiert wird und das Recycling-System daher voraussichtlich direkt im Zuge seines 
biosynthetischen Transportwegs zwischen dem Golgi-Apparat und der Zelloberfläche erreicht. 
 






Zusammenfassend sprechen diese Ergebnisse dafür, dass sich die Transportwege von MARV-GP und 
NiV-F in einem gemeinsamen intrazellulären Kompartiment überschneiden. Während NiV-F jedoch 
stark von der PM re-endozytiert wird und daher voraussichtlich über endozytotisches Recycling dieses 
Kompartiment erreicht (Diederich et al., 2012), scheint MARV-GP diesen Weg nicht zu nutzen. Da 
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Abb. 5.2: MARV-GP kolokalisiert mit NiV-F, wird jedoch nicht von der PM re-endozytiert. 
(A) IFA zur Lokalisation von MARV-GP und NiV-F. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden mit pCAGGS-MARV-GP sowie 
pCAGGS-NiV-F-HA transfiziert und 24 hpt mit 4 % PFA fixiert und permeabilisiert. Die Färbung von MARV-GP erfolgte wie 
in Abb. 5.1 B, während NiV-F mit einem α-HA IgG aus dem Kaninchen sowie einem gegen Kaninchen gerichteten Alexa 
Fluor 488-gekoppelten IgG-Serum und die Nuclei mithilfe von DAPI gefärbt wurden. Weiß umrahmte Bereiche sind auf der 
rechten Seite vergrößert dargestellt. Pfeile deuten auf kolokalisierende Strukturen von GP und NiV-F. (B) Antikörper-
Aufnahme Assay. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden wie in (A) transfiziert. Nach 24 h wurde GP bzw. NiV-F an der 
Oberfläche nativ bei 4 °C mit einem monoklonalen Maus-α-GP IgG (50-6-10) bzw. einem Meerschweinchen-α-NiV Serum 
markiert. Anschließend wurden die Zellen für 30 min entweder bei 4 °C belassen (Kontrolle) oder bei 37 °C eine Endozytose 
der markierten Proteine von der Oberfläche zugelassen. Danach wurden die Zellen fixiert und zunächst die an der 
Oberfläche verbliebenen Proteine mit einem Alexa Fluor 594-gekoppelten Ziege-α-Maus bzw. Ziege-α-Meerschweinchen 
IgG-Serum gefärbt, bevor restliche freie Bindestellen mit HRP-gekoppelten Sekundärantikörpern gegen Maus bzw. 
Meerschweinchen abgesättigt wurden. Im Anschluss wurden die Zellen permeabilisiert und internalisierte Proteine mit 
einem Ziege-α-Maus bzw. Ziege-α-Meerschweinchen IgG-Serum, jeweils gekoppelt an Alexa Fluor 488, sowie die Nuclei 
mit DAPI gefärbt. Dargestellt sind repräsentative Bilder aus drei unabhängigen Experimenten. Maßstabsbalken = 10 µm. 




die Kolokalisationsstudien von GP und endosomalen Markerproteinen (Abb. 5.1) auf dieses 
Kompartiment hindeuten, legen die bisherigen Ergebnisse eine Assoziation von MARV-GP und dem 
Recycling-System nahe, die sich zwischen dem Golgi-Apparat und der PM zu ereignen scheint. 
 
5.1.2    Untersuchung der Assoziation VP40-reicher Membrancluster mit dem Marburg 
Virus Glykoprotein und endosomalen Markerproteinen in transfizierten Zellen 
Die rekombinante Expression des MARV-Matrixproteins VP40 ist gekennzeichnet von der Bildung 
peripherer, großflächiger, VP40-positiver Cluster an der PM. Diese im Elektronenmikroskop als 
Membranwölbungen („curved sheets of membranes“, Kolesnikova et al., 2002) erscheinenden 
Strukturen weisen Charakteristika von „Lipid Rafts“ auf und VP40-reiche Regionen an der PM konnten 
weiterhin als „Budding-sites“ für filamentöse VLPs identifiziert werden (Bavari et al., 2002; Swenson et 
al., 2004; Kolesnikova et al., 2002; 2004a). Im Einklang mit der Funktion als virale „Budding-
sites“ konnte eine Redistribution von GP in diese peripheren VP40-reichen Regionen beobachtet 
werden, die aus diesem Grund als Plattform für die Bildung der Hülle des MARV angesehen werden 
(Kolesnikova, 2004b; Mittler, 2007; Mittler, 2013). Frühere Studien weisen zudem darauf hin, dass der 
intrazelluläre Transport von VP40 mit endosomalen Membranen assoziiert ist (Kolesnikova et al., 2002; 
Kolesnikova et al., 2004a). Zudem konnte mithilfe der nativen Färbung von an der Zelloberfläche 
lokalisiertem GP gezeigt werden, dass die in der IFA detektierbaren VP40-Cluster nahezu ausschließlich 
an der PM lokalisiert sind (Halwe, 2014; Daten nicht gezeigt). Angesichts der prominenten Bedeutung 
der VP40-Cluster als Endpunkte des GP-Transports in der Zelle, sollte daher untersucht werden, ob 
auch im Falle der VP40-Cluster eine Verknüpfung mit RE vorliegt. 
 
Zu diesem Zweck wurden GP und VP40 zunächst gemeinsam mit den GFP-gekoppelten endosomalen 
Markerproteinen Rab5, Rab9 bzw. Rab11 koexprimiert und die Zellen 24 hpt fixiert sowie 
permeabilisiert. Anschließend wurden GP und VP40 mit spezifischen Antikörpern gefärbt und die 
intrazelluläre Verteilung mittels konfokaler Mikroskopie analysiert. In Konsistenz mit früheren Studien, 
erschien VP40 hauptsächlich in Form von peripheren Clustern an der PM, die zudem große Mengen an 
GP enthielten (Abb. 5.3 A, linke und linke mittlere Spalte). Darüber hinaus konnte eine Akkumulation 
von GFP-Rab11 als Marker von RE in den Clustern detektiert werden, während im Falle der früh- bzw. 
spätendosomalen Marker GFP-Rab5 und GFP-Rab9 kein solcher Effekt auftrat (Abb. 5.3 A, rechte 
mittlere Spalte). Um diesen Hinweis auf eine Verknüpfung der VP40-Cluster mit RE zu verifizieren, 
wurden anschließend weitere Rab-GTPasen getestet. Dabei zeigten all jene, für die eine Rolle im 
Recycling-System beschrieben ist (Rab8, Rab10, Rab13) denselben Phänotyp wie Rab11, wohingegen 
das spätendosomale Rab7 nicht in den Clustern detektiert werden konnte (Abb. 5.3 B). 





































Da infolge der Koexpression von GP und VP40 nicht eindeutig abgeleitet werden konnte, ob diese 
Umverteilung der RE-Marker in die Cluster eine Folge der Assoziation von GP mit diesen Endosomen 
darstellt oder ob VP40 selbst diesen Effekt auslöst, wurden die RE-Marker erneut unter Ausschluss von 
GP nur mit VP40 koexprimiert. Wie in Abb. 5.3 C zu sehen, behielten alle RE-Marker ihre Lokalisation 
in den VP40-Clustern, sodass die Schlussfolgerung gezogen werden kann, dass die Präsenz von VP40 
VP40 GFP-Rab8 Merge 
VP40 GFP-Rab10 Merge 
VP40 GFP-Rab13 Merge 
VP40 GFP-Rab11 Merge 
C 
Abb. 5.3: Rab-GTPasen des Recycling Endosoms akkumulieren in peripheren MARV-VP40 Clustern. 
(A) Analyse der Assoziation von Rab5, Rab9 bzw Rab11 mit MARV-GP und MARV-VP40. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden 
mit pCAGGS-MARV-GP, pCAGGS-MARV-VP40 sowie pEGFP-Rab5, pEGFP-Rab9 bzw. pEGFP-Rab11 transfiziert und 24 hpt 
mit 4 % PFA fixiert und permeabilisiert. Die Färbung erfolgte mit einem monoklonalen Maus-α-MARV-GP IgG-
Primärantikörper (31-11-9) in Kombination mit einem Alexa Fluor 594-gekoppelten Ziege-α-Kaninchen IgG-Serum sowie 
einem polyklonalen Kaninchen-α-MARV-NC IgG in Kombination mit einem Marina Blue-gekoppelten Ziege-α-Kaninchen 
IgG-Serum. Aufgrund der überlappenden Exzitations- und Emissionsspektren mit Marina Blue wurde auf eine DAPI-Färbung 
der Nuclei verzichtet. (B) Analyse der Assoziation von Rab7, Rab8, Rab10 bzw Rab13 mit MARV-GP und MARV-VP40. 
Subkonfluente HuH7-Zellen wurden mit pCAGGS-MARV-GP, pCAGGS-MARV-VP40 sowie pEGFP-Rab7, pEGFP-Rab8, pEGFP-
Rab10 bzw. pEGFP-Rab13 transfiziert und 24 hpt mit 4 % PFA fixiert und permeabilisiert. Die Färbung von GP und VP40 
erfolgte wie in (A) beschrieben. (C) Analyse der Assoziation von Rab8, Rab10, Rab11 bzw Rab13 mit MARV-VP40 in 
Abwesenheit von MARV-GP. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden mit pCAGGS-MARV-VP40 sowie pEGFP-Rab8, pEGFP-
Rab10, pEGFP-Rab11 bzw. pEGFP-Rab13 transfiziert und 24 hpt mit 4 % PFA fixiert und permeabilisiert. Die Färbung von 
VP40 wurde wie in (A) beschrieben durchgeführt. Pfeile deuten auf Akkumulationen von Rab-GTPasen in VP40-Clustern. 
Maßstabsbalken = 10 µm. 




ausreichend ist, um die Redistribution von Recycling-endosomalen Proteinen in periphere VP40-
Cluster auszulösen. Tabelle 2 gibt einen Überblick über das Verhalten aller getesteten Markerproteine. 
 
Tabelle 5.2     
      
 Überblick über die VP40-induzierte Redistribution von endosomalen Markerproteinen 
           






Lokalisation in peripheren  
VP40-Clustern 
      
 Rab5  frühes Endosom [1]  - 
      
 Rab7  spätes Endosom [2,3]  - 
      
 Rab9  spätes Endosom [4]  - 
      
 Rab8  Recycling Endosom [5]  + 
      
 Rab10  Recycling Endosom [6,7]  + 
      
 Rab11  Recycling Endosom [8]  + 
      
 Rab13  Recycling Endosom [9]  + 
      
 Referenzen:     
 1 - Bucci et al. (1992) 4 - Lombardi et al. (1993) 7 - Etoh und Fukuda (2019)  
 2 - Soldati et al. (1995) 5 - Ang et al. (2003)   8 - Ullrich et al. (1996)  
 3 - Méresse et al. (1995) 6 - Babbey et al. (2006) 9 - Nokes et al. (2008)  
 
Zusammenfassend liefern diese Ergebnisse Hinweise darauf, dass durch die transiente Expression von 
MARV-VP40 spezifisch Markerproteine des RE in exakt den PM-Regionen gebunden werden, in denen 
die Bildung der Hülle des MARV sowie die Freisetzung von filamentösen VLPs stattfindet. Angesichts 
der beobachteten Assoziation von GP und RE (s. 5.1.1) ist daher denkbar, dass eine VP40-induzierte, 
spezifische Rekrutierung von RE zu den viralen „Budding-sites“ die Zusammenkunft von GP und VP40 
im Vorfeld der Bildung der Virushülle orchestriert. 
 
5.1.3    Untersuchung der Assoziation des Marburg Virus Glykoproteins und VP40 mit 
endosomalen Markerproteinen in Marburg Virus-infizierten Zellen 
Bei der Charakterisierung viraler Proteine eignen sich Studien in transient transfizierten Zellen oft sehr 
gut, um Eingangsthesen zu überprüfen und einen ersten Überblick über die Dynamiken zwischen Virus- 
und Wirtszellproteinen zu erhalten. Dennoch muss dabei bedacht werden, dass es sich hier um ein 




mehr oder weniger artifizielles System handelt, das einerseits aufgrund der Plasmid-basierten 
Expression der viralen Proteine (anstelle des Partikel-Eintritts und der Freisetzung der viralen 
Nukleinsäuren) sowie andererseits aufgrund des Fehlens bestimmter viraler Proteine nicht die 
„natürliche“ Situation einer Virusinfektion widerspiegelt. Aus diesem Grunde sollten im nächsten 
Schritt die Beobachtungen der Kolokalisationsanalysen aus 5.1.1 - 5.1.2 auf MARV-infizierte Zellen 
übertragen werden. 
 
In Vorversuchen wurde festgestellt, dass eine MARV-Infektion von HuH7-Zellen bei simultaner 
Plasmid-basierter Expression der endosomalen Markerproteine am besten erreicht werden kann, 
wenn die Plasmide 4 h vor Zugabe des Inokulums transfiziert werden. Daher wurden subkonfluente 
Zellen zunächst mit Plasmiden kodierend für GFP-Rab5, GFP-Rab9 bzw. GFP-Rab11 transfiziert und 4 
hpt mit MARV bei einer „Multiplicity of Infection“ (MOI) von 1 infiziert. 24 h post infectionem (hpi) 
wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und anschließend das MARV-GP mittels indirekter 
Immunfluoreszenzfärbung markiert.  
Die Analyse der Verteilung des GP in GFP-exprimierenden Kontrollzellen ergab generell ein ähnliches 
Bild wie das in transfizierten Zellen, das jedoch einige kleinere Abwandlungen zeigte. Zum Vergleich ist 
daher in 5.4 A die Standard-Verteilung von MARV-GP in einer GFP-exprimierenden, MARV-infizierten 
Zelle dargestellt. Zum einen erschienen die perinukleären Akkumulationen von GP in MARV-infizierten 
Zellen weniger prononciert, was auf eine synchronisiertere Expression oder auch einen effizienteren 
Transport des GP während der ER-/Golgi-Passage hindeutet (Abb. 5.4 A, roter Kasten, grüne Pfeile). 
Darüber hinaus waren erneut kleine, meist sphärische Transportvesikel zu erkennen (Abb. 5.4 A, roter 
Kasten, goldene Pfeile). In der Peripherie zeigte sich wie in transfizierten Zellen eine gut erkennbare 
Färbung der PM (Abb. 5.4 A, blauer Kasten, roter Pfeil) und von zellulären Protrusionen (Abb. 5.4 A, 
blauer Kasten, goldener Pfeil). Zusätzlich konnten in der Nähe der PM infizierter Zellen oftmals 
filamentöse, an MARV-Partikel erinnernde Strukturen detektiert werden (Abb. 5.4 A, blauer Kasten, 
grüne Pfeile). Auch im Hinblick auf die Kolokalisation der endosomalen Markerproteine mit MARV-GP 
zeigten sich die Ergebnisse konsistent mit den Beobachtungen in transfizierten Zellen (Abb. 5.4 B). Die 
höchste Überlappung mit GP konnte im Falle des RE-Markers GFP-Rab11 verzeichnet werden, während 
GFP-Rab9 erneut gelegentlich eine partielle Kolokalisation in größeren, sphärischen Vesikeln zeigte, 
deren Anzahl in infizierten Zellen jedoch deutlich reduziert war. GFP-Rab5 kolokalisierte hingegen 
kaum mit GP, was dafür spricht, dass auch in infizierten Zellen keine Re-Endozytose von bereits an der 
Oberfläche lokalisiertem GP über frühe Endosomen stattfindet. Zur Bestätigung der visuellen 
Eindrücke wurde auch hier der PCC kalkuliert, der für GP und GFP-Rab5 bzw. GFP-Rab9 etwas unter 
bzw. über 0 lag (und damit geringer als in transfizierten Zellen) und im Falle von GP und GFP-Rab11 
mit ca. 0.45 signifikant erhöht war (Abb. 5.4 C). Diese Ergebnisse bestätigen, dass MARV-GP nicht nur 
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Unterzieht man die Verteilungen von GP und GFP-Rab11 in MARV-infizierten Zellen einer genaueren 
Analyse, fällt auf, dass die Kolokalisation vor allem im Zellinneren stattzufinden scheint, während GP-
positive Bereiche an den Zellrändern sowie in zellulären Protrusionen kein Rab11 beinhalten (Abb. 5.4 
B, unteres Panel). Dies war überraschend, da GFP-Rab11 in transfizierten Zellen in den peripheren, 
VP40-reichen Clustern akkumulierte (Abb. 5.3). Auch in MARV-infizierten Zellen befinden sich große 
Mengen an VP40 an der PM und insbesondere in Filopodien, in denen der Zusammenbau und letztlich 
die Freisetzung naszierender MARV-Partikel stattfindet (Kolesnikova et al., 2002; 2007; Schudt et al., 
2013). Um daher die Lokalisation von VP40 in die Analyse miteinzubeziehen wurden im nächsten 
Schritt GFP-Rab11-exprimierende Zellen wie in Abb. 5.4 beschrieben mit MARV infiziert, fixiert und 
anschließend sowohl GP als auch VP40 mit entsprechenden Antikörpern angefärbt. Wie in Abb. 5.5 A 
dargestellt, wies das VP40 eine andere Verteilung im Vergleich mit den transfizierten Zellen auf. 
Anstatt der prominenten Cluster-Strukturen, zeigte sich eine überwiegend diffuse Verteilung des VP40 
und nur in der Nähe der Zellgrenzen und zellulären Protrusionen konnten distinkte VP40-positive und 
meist filamentös geformte Strukturen detektiert werden, die in der Regel GP, aber kein Rab11 
enthielten. In mehr zum Zellzentrum hin gelegenen Bereichen konnte hingegen eine Kolokalisation von 
GP und Rab11, jedoch ohne VP40 festgestellt werden, was wiederum im Einklang mit den 
Beobachtungen in Abb. 5.4 steht.  
Um diese unterschiedlichen Abhängigkeiten einer genaueren Analyse zu unterziehen und einen 
Einblick in die Dynamik des GP-Transports zu bekommen, wurde im nächsten Schritt quantitativ 
bestimmt, in welchen Bereichen der Zelle GP mit Rab11 bzw. mit VP40 kolokalisiert. Dazu wurden die 
Zellen in drei voneinander abgetrennte Sektionen unterteilt, a) eine perinukleäre (5 µm um den 
Nukleus), b) eine intermediäre sowie c) eine periphere Region (1 µm von der PM) (Abb. 5.5 D). Da sich 
der PCC aufgrund der sehr diffusen Verteilung des VP40 weniger zur Analyse der Kolokalisation 
eignete, wurde an dieser Stelle stattdessen eine Objekt-basierte Quantifizierung durchgeführt. Dabei 
 
Abb. 5.4: MARV-GP kolokalisiert mit dem Recycling Endosom-Marker Rab11 in MARV-infizierten Zellen. 
(A) Verteilung von GP in MARV-infizierten Zellen. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden mit pEGFP transfiziert und 4 hpt mit 
MARV bei einer MOI von 1 infiziert. 24 hpi wurden die Zellen zweimal über Nacht mit 4 % PFA fixiert und anschließend 
permeabilisiert. Die Färbung von MARV-GP und der Nuclei erfolgte wie in Abb. 5.1 B beschrieben. Der blau umrahmte, 
vergrößerte Bereich zeigt peripher lokalisiertes GP an der PM (rote Pfeile) und zellulären Protrusionen (goldene Pfeile) 
sowie filamentöse, voraussichtlich bereits freigesetzte Partikel (grüne Pfeile). Der rot umrahmte, vergrößerte Bereich zeigt 
intrazelluläres GP in perinukleären Strukturen (grüne Pfeile) sowie sphärischen Transportvesikeln (goldene Pfeile). (B) IFA 
der Lokalisation von MARV-GP und endosomalen Rab-GTPasen in MARV-infizierten Zellen. Subkonfluente HuH7-Zellen 
wurden mit pEGFP-Rab5, pEGFP-Rab9 bzw. pEGFP-Rab11 transfiziert und 4 hpt mit MARV bei einer MOI von 1 infiziert. 24 
hpi wurden die Zellen zweimal über Nacht mit 4 % PFA fixiert und anschließend permeabilisiert. Die Färbung von MARV-
GP und der Nuclei erfolgte wie in Abb. 5.1 B beschrieben. Weiß umrahmte Bereiche sind auf der rechten Seite vergrößert 
dargestellt. Pfeile deuten auf kolokalisierende Strukturen von GP und endosomalen Rab-GTPasen. (C) Quantitative Analyse 
der Kolokalisation. Zur Quantifizierung des Ausmaßes der Kolokalisation zwischen GP und den endosomalen Rab-GTPasen 
wurde der PCC für ≥ 29 Zellen aus jeweils drei unabhängigen Experimenten kalkuliert. Geometrische Symbole 
repräsentieren den PCC einer einzelnen analysierten Zelle, während die Balken jeweils den Mittelwert inklusive 
Standardabweichung angeben. Die statistische Analyse erfolgte mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests. ****: p ≤ 0,0001. 
Maßstabsbalken = 10 µm.  
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Abb. 5.5:  MARV-GP kolokalisiert in zentralen Bereichen infizierter Zellen mit GFP-Rab11 und assoziiert in der 
 Peripherie mit VP40. 
(A) IFA der Lokalisation von MARV-GP, MARV-VP40 und GFP-Rab11 in MARV-infizierten Zellen. Subkonfluente HuH7-Zellen 
wurden mit pEGFP-Rab11 transfiziert und 4 hpt mit MARV bei einer MOI von 1 infiziert. 24 hpi wurden die Zellen zweimal 
über Nacht mit 4 % PFA fixiert und anschließend permeabilisiert. Die Färbung von MARV-GP erfolgte mit einem 
polyklonalen Kaninchen-α-MARV-GP IgG-Primärantikörper (0303-007, ibt) in Kombination mit einem Alexa Fluor 594-
gekoppelten Ziege-α-Kaninchen IgG-Serum, während das VP40 mit einem monoklonalen IgG aus der Maus (40-2-2) in 
Kombination mit einem Alexa Fluor 647-konjugierten IgG-Serum aus der Ziege markiert wurde. Die Nuclei wurden mit DAPI 
gegengefärbt. Dargestellt ist ein repräsentatives Bild zur Erläuterung der Quantifizierungsmethode. Maßstabsbalken = 10 
µm. (B) Detektierte Objekte. Die Bilder zeigen die segmentierten Objekte in den drei Einzelkanälen, die für die Objekt-
basierte Quantifizierung herangezogen wurden. (C) Kolokalisierende Objekte. Die weißen Objekte stellen jeweils GP-
positive Strukturen dar. Kolokalisierende Objekte sind jeweils farblich hervorgehoben (links GP+Rab11; Mitte GP+VP40; 
rechts GP+Rab11+VP40). (D) Exemplarische schematische Darstellung der Unterteilung einer Zelle für die Quantifizierung 
in eine perinukleäre (grün), eine intermediäre (gelb) sowie eine periphere Region (rot). Überschneidende Bereiche (weiß)  






wurden zunächst die klar definierbaren Strukturen in den einzelnen Kanälen mittels festgelegter 
Grenzwerte hinsichtlich Intensität und Größe segmentiert (repräsentativ in Abb. 5.5 B) und 
anschließend die Überlagerung dieser Objekte in den einzelnen Kanälen bestimmt (Details in 4.5.2). In 
Abb. 5.5 C sind in weiß alle identifizierten GP-Objekte dargestellt. Zusätzlich wurden jeweils die mit 
GFP-Rab11, VP40 bzw. GFP-Rab11 und VP40 kolokalisierenden Objekte farblich hervorgehoben. 
Deutlich erkennbar sind die GP/Rab11-positiven Strukturen eher im Zellzentrum und die GP/VP40-
positiven Strukturen hingegen in der Zellperipherie lokalisiert, während eine Kolokalisation von allen 
drei Proteinen kaum detektiert werden konnte. Die Situation in dieser repräsentativen Zelle wird durch 
die Daten der quantitativen Analyse bestätigt (Abb. 5.5 E). Demnach wiesen insgesamt jeweils ca. 20 % 
der identifizierten GP-Objekte eine Kolokalisation mit GFP-Rab11 bzw. mit VP40 auf, wobei sich die 
Lokalisation dieser Überlagerungen allerdings deutlich unterschied. So zeigten in der perinukleären 
Region ca. 23 % der GP-Strukturen eine Assoziation mit GFP-Rab11, aber nur ca. 7 % waren positiv für 
VP40. Im Gegensatz dazu konnten in der peripheren Region bei 32 % der GP-Objekte eine 
Kolokalisation mit VP40, aber nur bei 7 % eine Überlappung mit GFP-Rab11 festgestellt werden. In der 
intermediären Region lagen diese Zahlen, wie auch bei der Betrachtung der Gesamtzelle, in einem 
vergleichbaren Rahmen bei ca. 20 %. Dreifach-positive Objekte konnten hingegen nur selten 
beobachtet werden. 
 
Insgesamt deuten die Ergebnisse der Kolokalisationsanalyse in MARV-infizierten Zellen darauf hin, dass 
MARV-GP auch in der Infektion eine Assoziation mit Rab11-positiven RE aufweist. Interessanterweise 
scheint diese Assoziation in infizierten Zellen jedoch vor allem in zentral gelegenen Regionen 
aufzutreten, während GP in der Zellperipherie die Verknüpfung zu den Rab11-positiven RE verliert und 
stattdessen in Strukturen einwandert, die das Matrixprotein VP40 beinhalten. Diese Dynamik ist daher 
ein Hinweis darauf, dass insbesondere frühe Transportschritte, die das GP vom perinukleären Bereich 
zur PM führen, über RE verlaufen könnten. Spätere Schritte, in denen GP in der Peripherie bereits mit 
VP40 assoziiert ist, finden jedoch voraussichtlich abseits dieses endosomalen Kompartiments statt. 
Dass in transfizierten Zellen eine Akkumulation von verschiedenen Markern des RE in peripheren VP40-
Clustern detektiert werden konnte, könnte mit dem artifiziellen Transfektionssystem 
zusammenhängen. In transient transfizierten Zellen neigt das VP40 zur Bildung der als charakteristisch 
beschriebenen, großflächigen Cluster an der PM, während diese in MARV-infizierten Zellen nur äußerst 
selten zu beobachten sind (Kolesnikova et al., 2017). Auch wenn noch unklar ist, was genau die 
wurden von der Analyse exkludiert. (E) Quantitative Analyse der Kolokalisation. Zur Quantifizierung wurde eine Objekt-
basierte Kolokalisationsanalyse mithilfe des JACoP-Plugins für Fiji („centre-particle coincidence“) durchgeführt. Dazu 
wurden die in B) segmentierten GP-Objekte als Partikel definiert und jeweils geprüft, ob die Zentren der Rab11- bzw. VP40-
Objekte innerhalb dieser Partikel lokalisiert sind. Insgesamt wurden 30 Zellen aus jeweils drei unabhängigen Experimenten 
analysiert. Die Balken repräsentieren jeweils den Mittelwert inklusive Standardabweichung. Die statistische Analyse 
erfolgte durch den Kruskal-Wallis-Test. ns; nicht signifikant, ****: p ≤ 0,0001. 




Formation dieser prominenten Cluster in transfizierten Zellen auslöst, könnten sie eine Folge einer 
ineffizienten Freisetzung sein, die letztlich dazu führt, dass das VP40 an der PM akkumuliert (Dolnik et 
al., 2008). Dabei könnten auch Wirtszellfaktoren, die in der infizierten Zelle nur einen sehr transienten 
Kontakt zu den VP40-reichen Membranregionen besitzen, in den Clustern eingeschlossen werden. Im 
Falle des einem GDP/GTP-abhängigen Zyklus unterworfenen Rab11 wäre beispielsweise denkbar, dass 
es einen Transport in Richtung VP40-reicher Membransubdomänen vermittelt, dort inaktiviert wird 
und im Anschluss wieder zu seinem Ausgangskompartiment zurückkehrt. Im Falle einer (artifiziellen) 
VP40-Cluster-Bildung ist dieser Rückweg jedoch blockiert, was zu einem Einschluss von Rab11 in den 
Clustern führt. Tatsächlich konnte in meiner Masterarbeit bereits gezeigt werden, dass eine 
hauptsächlich GDP-gebundene Rab11-Mutante (Rab11 S25N) zwar die Cluster-Lokalisation behielt, 
eine primär GTP-gebundene Mutante (Rab11 Q70L) jedoch nicht in diesen Strukturen detektiert 
werden konnte (Halwe, 2014). 
 
Fasst man die Ergebnisse aus 5.1 zusammen, konnte mithilfe einer komparativen 
Kolokalisationsanalyse eine Assoziation von MARV-GP mit Markerproteinen des RE in transfizierten 
sowie in MARV-infizierten Zellen gezeigt werden. Weiterhin wurde ausgeschlossen, dass bereits an der 
PM lokalisiertes GP über eine Re-Endozytose in das Recycling-System gelangt. Diese Ergebnisse legen 
eine Rolle des endosomalen Recycling-Systems für den Transport von MARV-GP vom Golgi-Apparat zur 
PM nahe. Der Fokus des zweiten Teils dieser Arbeit lag daher auf der Evaluation der funktionellen 
Bedeutung dieses Kompartiments für den GP-Transport. 
 
5.2    Charakterisierung der funktionellen Bedeutung des endosomalen Recycling-
Systems für den Transport des Marburg Virus-Glykoproteins 
Die Experimente aus 5.1 sprechen dafür, dass das zelluläre Recycling-System mit dem Transport von 
MARV-GP zusammenhängt. Allerdings lag der Fokus dieser Experimente auf einer Analyse der 
Kolokalisation, also der mikroskopischen Überlagerung von Fluoreszenz-Signalen, die zwar wichtige 
Anhaltspunkte für die Überprüfung einer These liefern kann, deren Aussagekraft im Hinblick auf die 
exakten Zusammenhänge biologischer Prozesse innerhalb der beobachteten Strukturen jedoch 
limitiert ist. Um zu evaluieren, ob MARV-GP und das zelluläre Recycling-System nicht nur 
mikroskopisch kolokalisieren, sondern auch funktionell miteinander verknüpft sind, wurde daher 
zunächst mittels Lebendzellmikroskopie untersucht, ob ein Ko-Transport zwischen GP und Markern 
des RE beobachtet werden kann. Zur funktionellen Charakterisierung wurden außerdem zwei 
Schlüsselproteine des RE mittels siRNA (Rab11) bzw. der Verwendung DN Mutanten (Myosin Vb) 
depletiert und die Auswirkungen auf die Verteilung und die Oberflächenexpression von GP analysiert. 




5.2.1    Analyse des Ko-Transports des Marburg Virus-Glykoproteins und Rab11 mittels 
Lebendzellmikroskopie 
Das ubiquitär exprimierte und zur Familie der kleinen GTPasen zählende Rab11 ist eines der am besten 
beschriebenen Transportregulatoren im zellulären Recycling-System (Urbé et al., 1993; Ullrich et al., 
1996; Welz et al., 2014). In seiner Funktion als „molekularer Schalter“, dessen Aktivitätsstatus in 
zyklischer Form in Abhängigkeit der Bindung von GDP bzw. GTP wechselt, nimmt Rab11 eine 
Schlüsselposition bei der Beförderung von unterschiedlichen Arten an Cargo in der Zelle ein (Stenmark, 
2009; Welz et al., 2014). So steuert Rab11 ebenso das langsame Recycling von endozytierten Proteinen 
über RE wie auch den sekretorischen Transport vom TGN zur PM. Letzterer schließt ebenfalls in vielen 
Fällen einen Transit von RE ein, wodurch das Rab11 zu einem zentralen Akteur im zellulären Recycling-
System wird, das als Schnittstelle zwischen sekretorischen und endozytotischen Pfaden fungiert (Urbé 
et al., 1993; Ullrich et al., 1996; Chen et al., 1998; Desclozeaux et al., 2008; Kelly et al., 2012; Welz et 
al., 2014).  
Aufgrund dieser Schlüsselrolle von Rab11 im Transport von RE verbunden mit der beobachteten 
Kolokalisation von MARV-GP und GFP-Rab11 in transfizierten sowie MARV-infizierten Zellen (s. 5.1) 
sollte die funktionelle Bedeutung von Rab11 für den GP-Transport näher beleuchtet werden. Zusätzlich 
zu einer mikroskopischen Kolokalisation in fixierten Zellen, eignet sich die Lebendzellmikroskopie sehr 
gut, um nachzuweisen, dass die Fluoreszenzsignale nicht nur überlagern, sondern tatsächlich auch ein 
gemeinsamer „Ko-Transport“ stattfindet. Solche Lebendzellaufnahmen wurden in früheren Studien 
bereits erfolgreich angewandt, um neue Erkenntnisse über die Transportdynamiken filoviraler 
Proteine zu gewinnen (Schudt et al., 2013; Schudt et al., 2015; Takamatsu et al., 2018; Mittler, Schudt, 
Halwe et al., 2018). Daher sollte geprüft werden, ob sich ein Ko-Transport von MARV-GP und Rab11 
mittels Lebendzellmikroskopie erfassen lässt. 
 
Zu Visualisierung wurde in diesem Falle ein GP-Konstrukt gewählt, in dem die für einen 
Oberflächentransport sowie Inkorporation in neue Partikel entbehrliche MLD durch das Fluorochrom 
mCherry ersetzt wurde („GPΔMLD-mCh“; Mittler et al., 2011; Mittler, Schudt, Halwe et al., 2018). 
Dieses autofluoreszierende GPΔMLD-mCh wurde in einer Mischung von 1:1 mit dem wildtypischen GP 
kombiniert und gemeinsam mit GFP-Rab11 in HuH7-Zellen exprimiert. Nach 20 h erfolgte die 
Untersuchung am Lebendzellmikroskop (Nikon TE2000-E). Die Koexpression des mCh-markierten und 
des wildtypischen GP wurde gewählt, da nicht vollständig ausgeschlossen werden konnte, dass die 
fehlende MLD im GPΔMLD-mCh eine Assoziation mit Rab11 beeinflusst. Basierend auf Daten zum 
EBOV-VP40, die zeigen, dass eine Kombination aus wildtypischem und Fluorochrom-markiertem VP40 
potentielle Funktionsverluste des rekombinanten Proteins ausgleichen kann (Takamatsu et al., 2018), 
wurde dies hier für MARV-GP übernommen. 
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Abb. 5.6: Kotransport von MARV-GPΔMLD-mCh und GFP-Rab11 in der Lebendzellmikroskopie. 
Lebendzellmikroskopische Aufnahme einer GPΔMLD-mCh- und Rab11-exprimierenden Zelle. Subkonfluente HuH7-Zellen 
wurden mit pEGFP-Rab11 sowie einer 1:1-Mischung aus pCAGGS-MARV-GP und pCAGGS-MARV-GPΔMLD-mCherry 
transfiziert. Nach 21 h wurden Zeitraffer-Aufnahmen am Lebendzellmikroskop (Nikon TE2000-E mit DG4-Lichtquelle) 
erstellt. Insgesamt wurde eine Zeitspanne von 120 s aufgenommen (1 Bild / 1.08 s). Zu besseren Visualisierung wurden der 
Hintergrund in beiden Kanälen mithilfe des Rolling Ball-Algorithmus (Pixelgröße 50) in der Software Fiji reduziert. Die oberen 
Bilder zeigen eine exemplarische Zelle zu verschiedenen Zeitpunkten. Die grün bzw. blau umrahmten Bereiche sind unten 
jeweils vergrößert dargestellt und zeigen Ausschnitte eines GP/Rab11-Kotransports (Pfeile, gelbe Kreise) zu den 
angegebenen Zeitpunkten. Graue Striche skizzieren den Transportpfad. Maßstabsbalken = 5 µm. 




Abb. 5.6 zeigt anhand von zwei exemplarischen Bildausschnitten (grüner bzw. blauer Kasten, 
Bildabfolge des Ko-Transports in i) bzw. ii) vergrößert dargestellt) eine Zelle, in der ein Ko-Transport 
von GPΔMLD-mCh und GFP-Rab11 beobachtet werden konnte. Dieser Ko-Transport fand dabei in 
Verbindung mit kleinen Vesikeln statt, die in Form und Größe den Strukturen glichen, in denen in 5.1 
eine Kolokalisation zwischen GP und GFP-Rab11 detektiert wurde (Abb. 5.6, Pfeile; Videos 1-3). Auch 
wenn diese Ergebnisse zeigen, dass ein Ko-Transport von GPΔMLD-mCh und GFP-Rab11 möglich ist, 
muss konstatiert werden, dass dieses Ereignis nur selten zu beobachten war und sich der Großteil der 
Signale separiert voneinander bewegten. Zudem war die generelle Assoziation von GFP-Rab11 und 
GPΔMLD-mCh nicht so ausgeprägt wie die zwischen GFP-Rab11 und wildtypischem GP in fixierten, mit 
Antikörpern gefärbten Zellen. Ein Grund dafür könnte sein, dass die subzelluläre Lokalisation des 
GPΔMLD-mCh tatsächlich nicht deckungsgleich mit dem wildtypischen GP ist und dies auch durch die 
Koexpression des Wildtyps nicht ausreichend ausgeglichen werden konnte. Andererseits muss bedacht 
werden, dass bei der Lebendzellmikroskopie ein Weitfeldsystem benutzt wurde, das im Gegensatz zur 
konfokalen Mikroskopie eine verringerte Auflösung besitzt und insbesondere schwächere, feine 
Strukturen wie z.B. kleine Transportvesikel oft nicht darstellbar waren, wenn sie in der direkten 
Nachbarschaft größerer, stark fluoreszierender Strukturen lokalisiert waren. Weiterhin wurde in 5.1 
ein GP-spezifischer Antikörper benutzt, der in der stark glykosylierten MLD bindet (C. Rohde, 
unveröffentlichte Daten) und damit für eine Färbung des reifen, vollständig glykosylierten post-Golgi 
GP sehr gut geeignet ist. Dadurch kann eine spezifischere Auflösung auch schwächerer GP-Signale in 
Kompartimenten zwischen dem Golgi und der PM erreicht werden. Bei Verwendung des GPΔMLD-mCh 
war diese Fokussierung nicht möglich, da hier alle Formen, auch das unreife sowie auch eventuell 
fehlgefaltetes GP eine intrinsische Fluoreszenz zeigen. Dies könnte dazu geführt haben, dass eben 
diese kleinen Transportvesikel, die in 5.1 beobachtet wurden, nur unzureichend detektiert und 
aufgelöst wurden. 
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass ein Ko-Transport zwischen MARV-GP und GFP-Rab11 
möglich ist, auch wenn er hier nicht sehr häufig beobachtet werden konnte. Um eine klarere Aussage 
über die Funktion von Rab11 im GP-Transport zu treffen, sollten im nächsten Schritt daher die 
Auswirkungen einer Inhibition des endogenen Rab11 evaluiert werden. 
 
5.2.2    Einfluss der Inhibition von Rab11 auf den Transport des Marburg Virus 
Glykoproteins 
Um zu untersuchen, ob die spezifische Hemmung von Rab11 einen Einfluss auf den Transport von 
MARV-GP besitzt, wurden zwei unterschiedliche, experimentelle Ansätze verfolgt. Bei der ersten 
Methode wurden Rab11-Mutanten mit GP koexprimiert, die jeweils einen funktionellen Defekt in 




ihrem GDP/GTP-Zyklus aufweisen und daher entweder primär GDP-gebunden (Rab11 S25N) bzw. GTP-
gebunden (Rab11 Q70L) vorliegen. Die GDP-Mutante wird dabei als DN Form betrachtet, während für 
die GTP-Mutante eine konstitutive Aktivität (KA) angenommen wird (Ren et al., 1998; Fukuda, 2010). 
Beispiele für die Verwendung solcher Mutanten liefern Rab5, Rab8 oder das hier verwendete Rab11 
(Stenmark et al., 1994; Peränen et al., 1996; Ullrich et al., 1996; Ren et al., 1998). 
 
 
Zur Analyse des Einflusses dieser Mutanten auf die GP-Verteilung wurde MARV-GP gemeinsam mit 
GFP-gekoppelten DN bzw. KA Mutanten von Rab11 in HuH7-Zellen koexprimiert. Nach 24 h wurden 
die Zellen fixiert, permeabilisiert und gegen GP gefärbt. In Abb. 5.7 (oberes Panel) ist zu sehen, dass 
das DN Rab11 vor allem eine diffuse Verteilung aufwies und distinkte Strukturen vor allem im 
perinukleären Bereich, zu erkennen waren, in denen das DN Rab11 auch mit MARV-GP kolokalisierte 
(Abb. 5.7, oberes Panel, Pfeile in den roten und blauen Kästen). Auch wenn das GP eine leicht 
vermehrte Lokalisation in diesen DN Rab11-positiven, perinukleären Regionen aufzuweisen schien, 
konnte kein erheblicher Effekt auf die Distribution von GP beobachtet werden. Insbesondere zeigte 
GP GFP-Rab11 DN Merge 
GP GFP-Rab11 KA Merge 
Abb. 5.7:  DN und KA Rab11-Mutanten zeigen eine Kolokalisation mit MARV-GP, besitzen aber nur geringen Einfluss 
  auf die Verteilung von GP. 
(A) IFA der Lokalisation von MARV-GP und DN bzw. KA Rab11-Mutanten. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden mit pCAGGS-
MARV-GP sowie pEGFP-Rab11 DN (S25N) bzw. pEGFP-Rab11 KA (Q70L) transfiziert und 24 hpt mit 4 % PFA fixiert und 
permeabilisiert. Die Färbung von MARV-GP und der Nuclei erfolgte wie in Abb. 5.1 B beschrieben. Blau bzw. rot umrahmte 
Bereiche sind im unteren Bereich vergrößert dargestellt, Pfeile deuten auf kolokalisierende Strukturen von GP und den 
Rab11-Mutanten. Maßstabsbalken = 10 µm.  




das GP weiterhin eine klare Lokalisation an der PM. Das KA Rab11 konnte vermehrt in punktförmigen, 
vesikulären Strukturen, die mehr in der Zellperipherie lokalisiert waren, sowie auch an der PM 
detektiert werden (Abb. 5.7, unteres Panel). Auch in diesen Strukturen konnte eine partielle 
Kolokalisation mit GP detektiert werden (Abb. 5.7, unteres Panel, Pfeile in den roten und blauen 
Kästen), was die Beobachtungen aus 5.1 stützt. Allerdings konnte auch bei Koexpression des KA Rab11 
weder eine deutlich aberrante Verteilung noch eine verminderte PM-Lokalisation des GP beobachtet 
werden. 
 
Aufgrund dieser unklaren Ergebnisse sollte die Rolle von Rab11 auf den GP-Transport zusätzlich 
mithilfe einer siRNA-vermittelten Depletion evaluiert werden. Analysiert wurde dabei sowohl die 
allgemeine Distribution von GP mittels IFA als auch speziell der Transport zur PM mithilfe eines 
Oberflächen-Biotinylierungs-Assays (OBA). 
Für beide Analysemethoden wurden subkonfluente HuH7-Zellen zunächst mit Rab11-spezifischen bzw. 
nicht-zielgerichteten „Kontroll-“ siRNAs transfiziert, da Vorversuche die effizienteste Depletion von 
Rab11 nach 48 h gezeigt hatten. Daher wurden die Zellen 24 h nach der siRNA-Transfektion einer 
zweiten Transfektion mit für MARV-GP kodierenden Plasmiden unterzogen, bevor die Zellen weitere 
24 h später (= 48 h nach siRNA-Behandlung) entweder fixiert und für die IFA gefärbt oder ein OBA 
durchgeführt wurde. Beim OBA wurden zunächst die Oberflächenproteine mit Membran-
impermeablem Sulfo-NHS-Biotin markiert, gefolgt von der Zelllyse und der Immunpräzipitation (IP) des 
GP mittels Protein A-Sepharose und einem spezifischen anti-GP-Antikörper. Im Anschluss wurden 
sowohl eine Lysat- (vor der IP abgenommenes Ausgangsmaterial) als auch die IP-Probe mithilfe einer 
SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend mittels Western-Blot analysiert. Um eine verlässliche Aussage 
über die Oberflächenlevel des GP zu treffen, wurde in der IP-Probe einerseits das Gesamt-GP durch 
einen monoklonalen Primär-Antikörper sowie an eine Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelten 
Sekundär-Antikörper und andererseits das Biotin-markierte Oberflächen-GP mittels HRP-gekoppeltem 
Streptavidin gefärbt. Zusätzlich wurde das für die Präzipitation verwendete IgG als Ladekontrolle 
angefärbt. Die Detektion erfolgte nach Substratzugabe mittels Chemilumineszenz und dem ChemiDoc-
System (BioRad®). Darüber hinaus wurde zur Kontrolle der Rab11-Depletion ein Teil des Lysats mit 
Rab11-spezifischen Antikörpern gefärbt. Für die Quantifizierung wurden jeweils die Intensitäten der 
Zielbanden mit der Software ImageLab (BioRad®) gemessen und mit denen einer Ladekontrolle 
(Tubulin bzw. IgG) in Relation gesetzt. Zur Berechnung der relativen Oberflächenexpression von GP 
wurden im Anschluss die so normalisierten Werte der Streptavidin-Färbung durch die normalisierten 
Werte des Gesamt-GP in der IP-Probe dividiert. 
 
 











Wie in Abb. 5.8 zu erkennen führte die Behandlung der mit gegen Rab11 gerichteten siRNA im 
Vergleich zur Kontrolle zu einer effizienten Depletion von ca. 95 % auf Proteinebene in der Western 
Blot-Analyse (Abb. 5.8 A), was zudem durch eine deutlich reduzierte Färbung von endogenem Rab11 
in der IFA bestätigt wurde (Abb. 5.8 C, grüner Kanal). Um auszuschließen, dass bei Depletion von 
Rab11A das eng verwandte Rab11B, eine vor allem in Hirn, Herz und Testes vorkommende Isoform mit 
ca. 89 % Sequenzidentität sowie ähnlicher Lokalisation und Funktion (Lai et al., 1994; Schlierf et al., 
2000; Kelly et al., 2012), eine Hochregulation erfährt und ggf. Funktionen des Rab11A substituiert, 
wurden außerdem die Rab11B-Level in siRNA-behandelten Zellen verglichen. Da die Lysat-Probe des 
OBA nicht genügend Material für eine Analyse des Rab11B lieferte, wurden hierfür separate Proben 
angefertigt, die identisch behandelt, aber nicht dem OBA unterzogen, sondern 48 h nach siRNA-
Transfektion (= 24 h nach Plasmid-Transfektion) direkt geerntet wurden. Die Western Blot-Analyse 
zeigte hier, dass keine Hochregulation von Rab11B zu beobachten war, sondern im Gegenteil eine 
leichte Depletion von ca. 52 % erreicht wurde (Abb. 5.8 B). Betrachtet man die Auswirkungen der 
Rab11-Depletion auf den Transport von MARV-GP, zeigte sich in der IFA, dass sich die Distribution von 
GP im Vergleich mit den Kontroll-siRNA-behandelten Zellen nicht merklich unterschied. Stattdessen 
Abb. 5.8: Die Depletion von Rab11 hat keinen Einfluss auf die Verteilung und den Oberflächentransport von MARV-GP. 
(A) Kontrolle der Rab11-Expression in siRNA-behandelten Zellen. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden zunächst mit Rab11-
spezifischen bzw. unspezifischen Kontroll-siRNAs in einer Endkonzentration von je 33 nM transfiziert. Nach 24 h wurde das 
Kulturmedium gewechselt und die Zellen zusätzlich mit pCAGGS-MARV-GP transfiziert. Weitere 24 h später wurden die 
Proteine an der Zelloberfläche für 30 min bei 4 °C mit Sulfo-NHS-Biotin markiert und anschließend die Zellen geerntet und 
lysiert, wobei ein Teil der Zelllysate für die Rab11-Färbung abgenommen wurde. Die Proben wurden in der Folge mithilfe 
einer SDS-PAGE aufgetrennt und einer Western Blot-Analyse unterzogen. Die Färbung erfolgte mit monoklonalen Maus-α-
Rab11 bzw. Maus-α-Tubulin IgG sowie einem HRP-gekoppelten Ziege-α-Maus   IgG-Serum. Für die Chemilumineszenz-
basierte Detektion wurde das ChemiDoc System (BioRad) verwendet. Die Quantifizierung der Banden-Intensitäten wurde 
mit der zugehörigen Software ImageLab durchgeführt. Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte der auf Tubulin 
normalisierten Rab11-Expression inklusive SD, wobei die Expressionslevel der Kontrolle auf 1 gesetzt wurden. (B) Kontrolle 
der Rab11B-Expression in siRNA-behandelten Zellen. Zur Kontrolle der Rab11B-Expression wurden HuH7-Zellen wie in (A) 
beschrieben transfiziert und 48 h nach siRNA-Transfektion (bzw. 24 h nach Plasmid-Transfektion) geerntet. Die erhaltenen 
Zelllysate wurde anschließend ohne OBA direkt für die SDS-PAGE und Western Blot-Analyse verwendet. Die Tubulin-
Färbung erfolgte wie in (A), Rab11B wurde mithilfe eines polyklonalen Kaninchen-α-Rab11B IgG sowie eines HRP-
gekoppelten Ziege-α-Kaninchen IgG-Serums angefärbt. Die Detektion, Quantifizierung und Statistik wurden wiederum wie 
in (A) durchgeführt. (C) Analyse der Verteilung von MARV-GP in Rab11-depletierten Zellen mittels IFA. HuH7-Zellen wurden 
wie in (A) beschrieben transfiziert und 48 h nach siRNA-Transfektion (bzw. 24 h nach Plasmid-Transfektion) fixiert und 
permeabilisiert. Die Färbung von MARV-GP und der Nuclei erfolgte wie in Abb. 5.1 B beschrieben, während das endogene 
Rab11 mithilfe eines polyklonalen Kaninchen-α-Rab11 IgG sowie eines Alexa Fluor 488-gekoppelten Ziege-α-Kaninchen IgG-
Serums markiert wurde. Maßstabsbalken = 10 µm. (D) Analyse der Oberflächenexpression von MARV-GP in Rab11-
depletierten Zellen mittels Oberflächenbiotinylierungs-Assay. HuH7-Zellen wurden wie in (A) beschrieben transfiziert, 
biotinyliert und lysiert. Anschließend wurde das im Lysat vorhandene GP mittels Protein A-Sepharose und eines 
monoklonalen Maus-α-MARV-GP IgG (50-6-10) präzipitiert (= IP). Sowohl die Lysat- als auch die IP-Probe wurden in der 
Folge einer SDS-PAGE und einer Western Blot-Analyse unterzogen und das vorhandene Gesamt-GP mittels eines 
monoklonalen Maus-α-MARV-GP IgG (50-6-10) in Kombination mit einem HRP-gekoppelten Ziege-α-Maus IgG-Serum 
gefärbt. Das Biotin-markierte Oberflächen-GP wurde mit HRP-konjugiertem Streptavidin markiert. Die Detektion wurde wie 
in (A) durchgeführt. Dargestellt sind repräsentative Bilder aus drei unabhängigen Experimenten. (E) Quantifizierung der 
Oberflächen-Expressionslevel von GP. Zur Quantifizierung wurde jeweils die Bandenstärke des Gesamt-GP sowie des 
Oberflächen-GP bestimmt und auf die IgG-Level normalisiert. Anschließend wurden die relativen Oberflächenlevel durch 
Division des normalisierten Oberflächen-GP durch das normalisierte Gesamt-GP kalkuliert. Aufgetragen sind die 
Mittelwerte aus drei unabhängigen Experimenten inklusive SD, wobei die relativen Oberflächenlevel der Kontrolle auf 1 
gesetzt wurden. Die statistische Auswertung in A) und E) erfolgte jeweils durch Student’s t-Test mit Welch-Korrektur. ns: 
nicht signifikant. ***: p ≤ 0,001.  




zeigten beide Proben eine normale GP-Verteilung inklusive einer Lokalisation an den Zellgrenzen, 
indikativ für einen ungehinderten Oberflächentransport (Abb. 5.8 C, roter Kanal). Weiterhin war 
auffallend, dass die starke Kolokalisation von GP und GFP-Rab11 bei einer Färbung des endogenen 
Rab11 nicht in dem gleichen Ausmaß reproduziert werden konnte. Diese Diskrepanz könnte mit der 
nah am Detektionslimit liegenden, schwachen endogenen Färbung des Rab11 zusammenhängen. 
Im nächsten Schritt wurde die GP-Oberflächenexpression im OBA untersucht. Abb. 5.8 D zeigt eine 
repräsentative Western-Blot-Analyse des OBA, in dem zunächst festgestellt werden kann, dass MARV-
GP in der Lysat-Probe sowie in der Gesamt-GP-Färbung der IP-Probe erwartungsgemäß in Form von 
zwei Banden detektiert werden konnte. Die prominentere Bande auf Höhe von ca. 140 kDa 
repräsentiert dabei den unreifen GP-Vorläufer (preGPER), während die schwächere obere Bande auf 
Höhe von ca. 170 kDa das reife, vollständig glykosylierte GP1 darstellt. In der Streptavidin-Färbung sieht 
man im Gegensatz dazu fast ausschließlich eine Färbung auf Höhe des GP1, also der reifen Form, die 
an der Oberfläche erwartet wurde. Gelegentlich konnte auch in der Streptavidin-Färbung noch eine 
schwache Bande auf Höhe des preGPER detektiert werden, was vermutlich dadurch erklärt werden 
kann, dass sich während des Biotinylierungsschritts bei 4 °C einige Zellen in Randbereichen des 
Zellrasens ablösten. Es ist anzunehmen, dass diese abgelösten Zellen dabei ihre strukturelle Integrität 
verloren haben und dadurch das Biotin Zugang zum intrazellulären GP erhielt. Dennoch ist klar 
erkennbar, dass die GP1-Form in der Streptavidin-Färbung die prominente Bande darstellte, während 
das GP1 in der Gesamt-GP-Färbung erheblich schwächer als das preGPER war. Daher kann die Färbung 
als valide angesehen werden. Für die Quantifizierung wurde ausschließlich die Intensität der GP1-
Bande herangezogen. Vergleicht man nun die GP-Mengen der Rab11-depletierten und der Kontroll-
Zellen, zeigt sich zunächst, dass beide Proben eine vergleichbare Expression von GP zeigen (Abb. 5.8 
D, Lysat), die sich ebenso in einer vergleichbaren Menge an präzipitiertem Gesamt-GP äußert (Abb. 5.8 
D, IP, Gesamt-GP). Betrachtet man die Streptavidin-Färbung ist keine Reduktion des Oberflächen-GP 
erkennbar (Abb. 5.8 D, IP, Oberflächen-GP). Dies wird auch durch die Quantifizierung von drei 
unabhängigen Experimenten bestätigt, die keine Veränderung der relativen Oberflächenexpression 
des GP in Rab11-depletierten im Vergleich zu Kontroll-siRNA-behandelten Zellen aufwies (Abb. 5.8 E). 
 
Die Tatsache, dass weder durch die Überexpression der DN/KA Rab11-Mutanten noch durch eine 
siRNA-vermittelte Depletion von endogenem Rab11 ein Effekt auf die Verteilung oder auf die 
Oberflächenexpression von MARV-GP festgestellt werden konnte, weist darauf hin, dass Rab11 
entgegen der Erwartung keine essentielle funktionelle Bedeutung für den Transport von GP besitzt. 
Dies ist insbesondere angesichts der deutlichen Kolokalisation von GP und GFP-Rab11 (s. 5.1) 
überraschend. Aufgrund der räumlichen und funktionellen Redundanz innerhalb der Familie der Rab-
GTPasen ist jedoch denkbar, dass bei Depletion von Rab11 eine verwandte Rab-GTPase dessen 




Funktionen im GP-Transport übernehmen kann. Möglich ist auch, dass GP und Rab11 nur eine (ggf. 
transiente) Ko-Präsenz aufweisen, die sich in der Kolokalisationsanalyse in 5.1 bedingt durch die 
Überexpression des GFP-Rab11 so deutlich manifestierte. Auch wenn die Ergebnisse der Rab11-
Depletion gegen eine essentielle funktionelle Beteiligung der kleinen GTPase Rab11 im Transport von 
GP sprechen, deuten dennoch alle weiteren Experimente auf eine Rolle des Recycling-Systems als 
Ganzes für den Transport von MARV-GP hin. Aus diesem Grund sollte im nächsten Schritt ein weiterer 
Wirtszellfaktor untersucht werden, der eine essentielle Funktion innerhalb dieses zellulären 
Kompartiments besitzt. 
 
5.2.3    Einfluss der Expression dominant-negativer Mutanten der Myosin V-Familie auf 
die intrazelluläre Verteilung des Marburg Virus-Glykoproteins 
Rab-GTPasen besitzen Schlüsselfunktionen als Regulatoren zellulärer Transportprozesse. Ihre Wirkung 
entfalten diese Proteine jedoch nur in Verbindung mit weiteren zellulären Transportproteinen, sog. 
Effektoren. Eine Familie wichtiger Rab-Effektoren sind die Klasse V-Myosine, Aktin-basierte 
Motorproteine, die aufgrund ihrer Eigenschaft Cargo (z.B. Vesikel) zu binden zu den sog. 
unkonventionellen Myosinen gezählt werden. In Säugetieren werden die Klasse V-Myosine in die drei 
Isoformen Va, Vb und Vc eingeteilt (Hammer und Sellers, 2012). Myosin Va ist vor allem im Hirn sowie 
in Zellen der Haut zu finden und reguliert bspw. in Purkinjezellen die Extension des ER in dendritische 
Dornenfortsätze sowie in Melanozyten den Transport von Melanosomen zur PM über eine Interaktion 
mit Rab27A (Mercer et al., 1991; Wu et al., 2001; Hammer und Wagner, 2013). Myosin Vc hingegen ist 
vor allem in glandulären und Epithelzellen exprimiert und vermittelt den Transport von sekretorischen 
Granula. Auch eine Assoziation mit einem Rab8- und TfR-positiven Kompartiment ist beschrieben 
(Rodriguez und Cheney, 2002; Jacobs et al., 2009). Das dritte Paralog, Myosin Vb, weist eine ubiquitäre 
Expression auf und besitzt essentielle Funktionen im Transport von RE zur PM. In polarisierten Zellen 
agiert Myosin Vb dabei spezifisch am apikalen Recycling Endosom (ARE) (Lapierre et al., 2001; Wang 
et al., 2008). Die Fähigkeit von Myosin Vb, direkt sowohl mit Rab8A, Rab11A sowie dem Rab-Effektor 
Rab11FIP2 („Rab11 familiy interacting protein 2“) zu interagieren, weist diesem Motorprotein eine 
essentielle Funktion innerhalb verschiedener, zumindest partiell distinkter Transportwege im 
zellulären Recycling-System zu (Hales et al., 2002; Roland et al., 2007; Roland et al., 2009; Roland et 
al., 2011; Schäfer et al., 2014). Alle drei Myosine der Klasse V besitzen einen ähnlichen molekularen 
Aufbau. Dies umfasst einerseits die globuläre Schwanzdomäne („Tail“), dessen Funktion in der Bindung 
von Cargo über die Interaktion mit spezifischen Regulatoren wie z.B. Rab-GTPasen liegt, sowie die 
Motordomäne am Kopfende des Proteins, mit der die Bewegung entlang des Aktin-Zytoskeletts 
vermittelt wird (Hammer und Sellers, 2012). Diese klar definierte Struktur ermöglicht weiterhin die 
Generation von Deletionsmutanten, die nur noch über eine dieser beiden funktionellen Domänen 




verfügen. Insbesondere die „Tail“-Mutanten der Klasse V-Myosine (MyoV Tail), bei denen die Hals- 
sowie die Motor-Kopfdomänen fehlen, haben sich dabei als äußerst wirkungsvolle DN Inhibitoren der 
jeweiligen Myosin V-vermittelten Transportwege erwiesen, da sie weiterhin ihren spezifischen Cargo 
binden, diesen jedoch nicht über das Zytoskelett transportieren können. In der Folge aggregieren die 
Myosine mit ihrem Cargo in intrazellulären, als kollabierte Membranzisternen beschriebenen 
Strukturen (Roland et al., 2011), wodurch Rückschlüsse über die blockierten Transportpfade sowie 
über die Myosin-Cargo-Wechselwirkungen gezogen werden können (Wu et al., 1998; Lapierre et al., 
2001; 2005; Hammer und Sellers, 2012). Vor allem die „Tail“ Mutante des Myosin Vb wurde in einer 
Reihe von Studien erfolgreich eingesetzt, um den Transport entlang des zellulären Recycling-Systems 
zu blockieren, wodurch für eine Vielzahl an zellulären und viralen Proteinen eine Nutzung dieses 
Kompartiments nachgewiesen werden konnte (Lapierre et al., 2001; 2005; Wang et al., 2008; Roland 
et al., 2007; 2011; Brock et al., 2003; Stone et al., 2016). Basierend auf diesen Studien sollte daher 
evaluiert werden, ob der Transport von MARV-GP durch die Überexpression der DN Tail-Mutanten von 
Klasse V-Myosinen inhibiert werden kann. Vor dem Hintergrund einer vermuteten Rolle von RE stand 
dabei insbesondere das DN Myosin Vb Tail im Fokus der Untersuchungen, dessen Überexpression zu 
einer effizienten funktionellen Ablation des endosomalen Recycling-Systems führt (Lapierre et al., 
2001; 2005). 
 
Zunächst sollte mittels IFA untersucht werden, ob die Überexpression der MyoV Tail-Mutanten 
generell zu einer veränderten Verteilung von MARV-GP führt. Dazu wurden subkonfluente HuH7-
Zellen mit Plasmiden transfiziert, die für MARV-GP sowie GFP bzw. den GFP-gekoppelten Tail-
Mutanten von Myosin Va, Vb oder Vc (MyoVa/b/c Tail) kodierten. Nach 24 h wurden die Zellen fixiert, 
permeabilisiert und das GP mittels indirekter Immunfluoreszenzfärbung markiert, bevor die Proben 
am KLSM analysiert wurden. Abb. 5.9 A zeigt im obersten Panel zum Vergleich eine GP und GFP 
koexprimierende Zelle, die eine klassische GP-Verteilung aufweist. Wie bereits in vorherigen Teilen 
dieser Arbeit gezeigt, besteht diese vor allem aus drei Charakteristika: a) geringfügige bis moderate 
perinukleäre Akkumulationen, b) meist punktförmige Strukturen in Form von Transportvesikeln 
zwischen der perinukleären Region und der PM, c) eine deutlich erkennbare Färbung der Zellgrenzen 
inklusive zellulärer Protrusionen durch an der Oberfläche lokalisiertes GP.  
 
Die Expression der MyoV Tail-Mutanten führte in Übereinstimmung mit der oben referenzierten 
Literatur zu einer Bildung von intrazellulären Aggregationen, die vor allem im perinukleären Bereich 
lokalisiert waren (Abb. 5.9 A, Pfeile und Pfeilköpfe). Dabei fiel auf, dass insbesondere die Expression 
des MyoVb Tail zu einer aberranten Verteilung von MARV-GP führte, das partiell direkt in den MyoVb 




Tail-Aggregaten und partiell in unmittelbarer Nachbarschaft akkumulierte (Abb. 5.9 A, drittes Panel, 
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Außerdem war die GP-Färbung in der Peripherie und an den Zellgrenzen merklich reduziert, was auf 
einen inhibierten Oberflächentransport hindeutet. Im Gegensatz dazu schien die Überexpression von 
MyoVc Tail keinen Einfluss auf die GP-Verteilung zu nehmen (Abb. 5.9 A, viertes Panel, goldene 
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Abb. 5.9: Die Expression des DN MyoVb Tail führt zu einer aberranten intrazellulären Verteilung von MARV-GP. 
(A) Analyse des Einflusses der DN MyoV Tail-Mutanten auf die Verteilung von MARV-GP. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden 
mit pCAGGS-MARV-GP sowie pEGFP, pEGFP-MyoVa Tail, pEGFP-MyoVb Tail bzw. pEGFP-MyoVc Tail transfiziert und 24 hpt 
für 48 h mit 4 % PFA fixiert und permeabilisiert. Die Färbung von MARV-GP erfolgte mit einem monoklonalen Maus-α-
MARV-GP IgG (31-11-9) in Kombination mit einem Alexa Fluor 594-gekoppelten Ziege-α-Maus IgG-Serum. Die Nuclei wurden 
mithilfe von DAPI angefärbt. (B) Analyse des Einflusses der DN MyoV Tail-Mutanten auf die Verteilung von MARV-GP in 
Koexpression mit mCh-Rab11. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden mit pCAGGS-MARV-GP, pmCh-Rab11 sowie pEGFP-
MyoVa Tail, pEGFP-MyoVb Tail bzw. pEGFP-MyoVc Tail transfiziert und 24 hpt für 48 h mit 4 % PFA fixiert und 
permeabilisiert. Die Färbung von MARV-GP erfolgte mit einem monoklonalen Maus-α-MARV-GP IgG (31-11-9) in 
Kombination mit einem Alexa Fluor 647-gekoppelten Ziege-α-Maus IgG-Serum. Die Nuclei wurden mithilfe von DAPI 
angefärbt. Die Aufnahme der Bilder in A) und B) erfolgte am KLSM (Leica SP5). Pfeile deuten auf Strukturen, die eine 
Akkumulation von GP und MyoV Tail zeigen, gestrichelte Linien skizzieren die Zellgrenzen. (C) Lebendzellmikroskopische 
Aufnahme einer GP- und MyoVb Tail-exprimierenden Zelle. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden mit pEGFP-MyoVb Tail sowie 
einer 1:1-Mischung aus pCAGGS-MARV-GP und pCAGGS-MARV-GPΔMLD-mCherry transfiziert. Nach 24 h wurden Zeitraffer-
Aufnahmen der intrazellulären Transportdynamik am Lebendzellmikroskop (Nikon TE2000-E mit Intensilight-Lichtquelle) 
erstellt. Insgesamt wurde eine Zeitspanne von 180 s aufgenommen (1 Bild / 5.98 s). Zu besseren Visualisierung wurden der 
Hintergrund in beiden Kanälen mithilfe des Rolling Ball-Algorithmus (Pixelgröße 50) in der Software Fiji reduziert. Das obere 
Bild zeigt eine exemplarische Zelle zu Beginn der Aufnahme (0 s). Grün bzw. blau umrahmte Bereiche sind unten vergrößert 
dargestellt und zeigen die Bewegungsdynamik von MyoVb Tail-positiven (oben) bzw. MyoVb Tail-negativen (unten) GP-
Strukturen zu den jeweils angegebenen Zeitpunkten. Pfeile in der oberen Bildfolge deuten auf immobiles GP in MyoVb Tail-
Aggregaten, während der Pfeil in der unteren Bildfolge auf ein mobiles GP-Vesikel (gelber Kreis) zeigt, das sich in Richtug 
der PM bewegt. Der graue Strich skizziert den Transportpfad. Maßstabsbalken = 10 µm (A,B) bzw. 5 µm (C). 




Pfeilköpfe). Weder konnte eine Akkumulation von GP in den MyoVc Tail-Aggregaten detektiert noch 
eine Abweichung von der charakteristischen Standardverteilung des GP festgestellt werden. 
Insbesondere blieb die deutliche PM-Färbung konserviert, sodass von einem korrekt verlaufenden 
Oberflächentransport ausgegangen werden kann. Gelegentlich konnte eine Umzirkelung der MyoVc-
Aggregate mit GP beobachtet werden. Die Effekte des MyoVa Tail waren nicht so klar definiert wie im 
Falle des MyoVb bzw. MyoVc Tail. Zwar konnte auch hier ein Effekt auf die Verteilung des GP 
beobachtet werden, aber dieser war nicht so stark ausgeprägt wie im Falle des MyoVb Tail. So wiesen 
viele Zellen sowohl GP-positive als auch GP-negative MyoVa Tail-Aggregationen auf und auch die 
Gesamtverteilung zeigte sich nicht so stark aberrant wie bei Koexpression des MyoVb Tail, da z.B. die 
PM-Färbung oft noch deutlich erkennbar war (Abb. 5.8 A, zweites Panel, Pfeile und Pfeilköpfe). 
Da die stärksten Effekte auf die GP-Verteilung durch die Expression von MyoVb Tail erreicht wurden, 
welches über die Interaktion mit Rab8 und Rab11 den Transport von RE vermittelt, sollte im nächsten 
Schritt untersucht werden, ob mit Rab11 ein Marker von RE in den verschiedenen MyoV Tail-
Aggregaten detektiert werden kann. Dazu wurde im obigen Versuchsaufbau zusätzlich ein mCherry-
markiertes Rab11 (mCh-Rab11) exprimiert. Wie in Abb. 5.9 B zu erkennen, konnte im Falle von MyoVa 
und MyoVb Tail nicht nur eine Kolokalisation von mCh-Rab11 mit den Myosinen und GP in den 
perinukleären Aggregationen beobachtet werden, sondern die Überexpression von Rab11 schien diese 
Aggregate zusätzlich zu vergrößern und auch mehr GP im perinukleären Bereich zu binden (Abb. 5.9 B, 
obere zwei Panele). Darüber hinaus glichen sich die Effekte des MyoVa Tail auf die GP-Verteilung in 
Kombination mit mCh-Rab11 eher dem Phänotyp von MyoVb Tail an. Hingegen konnte nur eine 
geringe Überlagerung von mCh-Rab11 und MyoVc Tail festgestellt werden, wobei die Form und Größe 
der MyoVc Tail-Aggregationen keine merkliche Veränderung aufwiesen (Abb. 5.9 B, unteres Panel). 
Auch im Hinblick auf die Distribution von GP konnte analog zu der Koexpression ohne mCh-Rab11 keine 
Veränderung infolge der MyoVc Tail-Expression registriert werden. 
Nachdem diese Ergebnisse für einen inhibierenden Effekt des DN MyoVb Tail auf den Transport von 
MARV-GP sprechen, sollte im nächsten Schritt evaluiert werden, ob dies auch mittels 
Lebendzellmikroskopie bestätigt werden kann. Dazu wurden das GFP-gekoppelte MyoVb Tail sowie 
parallel zu Abb. 5.6 eine 1:1-Mischung aus GPΔMLD-mCherry und dem wildtypischen GP in HuH7-
Zellen exprimiert und 24 hpt am Lebendzellmikroskop (Nikon TE2000-E) analysiert. Wie erwartet, 
zeigte das in den MyoVb Tail-Aggregaten gebundene GP kaum Mobilität (Abb. 5.9 C, grüner Kasten, 
Pfeile; Video 4 + 5), während in der Peripherie auch MyoVb Tail-negative Vesikel beobachtet werden 
konnten, die weiterhin in der Lage waren, sich über längere Strecken hin zur PM zu bewegen (Abb. 5.9 
C, blauer Kasten, Pfeil; Video 4 + 6). Dies spricht dafür, dass die Begegnung des DN MyoVb Tail mit 
MARV-GP zu einer Immobilisierung des GP führt, die anschließend die beobachteten perinukleären 
Akkumulation zur Folge haben. 




Im Anschluss sollten diese Ergebnisse in MARV-infizierten Zellen bestätigt werden. Dazu wurden die 
Zellen analog zu dem Versuchsaufbau in 5.1.3 zunächst mit den für GFP bzw. die GFP-MyoV Tail-
Konstrukten transfiziert und 4 hpt mit MARV infiziert. Die Fixierung und Färbung erfolgte erneut                     
24 hpi. Bei Koexpression der MyoV Tail-Mutanten ergab sich ein vergleichbares Bild zu der Situation in 
transfizierten Zellen. Deutliche Effekte auf die GP-Verteilung hatte insbesondere das MyoVb Tail, das 
auch in den MARV-infizierten Zellen zu einer Akkumulation von GP im perinukleären Bereich führte, 
wobei das GP teilweise direkt mit dem MyoVb Tail kolokalisierte und teilweise in unmittelbarer 
Nachbarschaft detektiert werden konnte (Abb. 5.10 A, mittleres Panel, rote Pfeile). Auch die PM-
Färbung war erneut deutlich reduziert. Keine Veränderung hingegen konnte bei Koexpression des 
MyoVc Tail beobachtet werden (Abb. 5.10 A, unteres Panel, goldene Pfeilköpfe), während das MyoVa 
Tail erneut zu einem intermediären Phänotyp führte (Abb. 5.10 A, oberes Panel, Pfeile und Pfeilköpfe). 
Die zusätzliche Expression des mCh-Rab11 führte auch in der Infektion zu einer Kolokalisation von 
Rab11 mit MyoVa und MyoVb Tail sowie in beiden Fällen zu einer Vergrößerung der perinukleären 
Aggregate und einem verstärkten Einschluss von GP in diesen Strukturen (Abb. 5.10 B, oberes und 
mittleres Panel, rote Pfeile). Für das MyoVc konnte der Phänotyp aus transfizierten Zellen ebenfalls 
bestätigt werden (Abb. 5.10 B, goldene Pfeilköpfe). 
Um einen besseren Einblick in das Ausmaß der Assoziation von GP und den drei MyoV Tail-Mutanten, 
zu bekommen, wurde zusätzlich die Überlagerung von GP und den Myosinen in An- und Abwesenheit 
von mCh-Rab11 quantifiziert. Um den Fokus dabei ausschließlich auf die MyoV Tail-Aggregate zu legen, 
wurde erneut eine Objekt-basierte Quantifizierungsmethode gewählt (vgl. Abb. 5.5). Dabei wurden 
zunächst die MyoV-Aggregate anhand ihrer Größe und Signalintensität segmentiert und anschließend 
die Überlappung dieser Objekte mit GP geprüft (für Details s. 4.5.2). Myosin-Objekte, die zu 
mindestens 50 % eine Überlagerung mit GP-Objekten zeigten, wurden dabei als GP-positive Myosin-
Aggregate gewertet. Wie in Abb. 5.10 C dargestellt, bestätigte die quantitative Auswertung die 
visuellen Beobachtungen im Mikroskop. In Abwesenheit von mCh-Rab11 zeigten ca. 68 % der MyoVb 
und 38 % der MyoVa Tail-Aggregate eine Assoziation mit GP, während dies nur für ca. 3 % der MyoVc-
Aggregate zutraf. Bei der zusätzlichen Expression von mCh-Rab11 erhöhte sich die Anzahl der GP-
positiven Objekte gar auf jeweils ca. 90 % für MyoVa und MyoVb Tail, während hier ca. 33 % der 
MyoVc-Aggregate eine Assoziation mit GP zeigten. Im Falle des MyoVc handelte es sich dabei 
hauptsächlich um die oben beschriebenen Umzirkelungen durch GP. 
Fasst man die Ergebnisse aus den Abbildungen 5.9 und 5.10 zusammen, konnte gezeigt werden, dass 
die Expression der DN Tail-Mutante von Myosin Vb zu einer deutlichen Aberration der intrazellulären 
Verteilung von MARV-GP in transfizierten und MARV-infizierten Zellen führt. Diese äußert sich 
einerseits in einer Akkumulation von GP in oder um perinukleäre MyoVb Tail-Aggregationen und 
 










































andererseits in einer verminderten Lokalisation an der PM. Die zusätzliche Überexpression von mCh-
Rab11 führte zu einer starken Kolokalisation von GP, Rab11 und MyoVb Tail und erhöhte die 
Assoziation von GP und MyoVb Tail (und MyoVa Tail) nochmals erheblich. Diese Beobachtung stützt 
die These, dass, auch wenn Rab11 keine essentielle funktionelle Bedeutung besitzt, GP und Rab11 
zumindest eine Ko-Präsenz in den gleichen Transportstrukturen aufweisen. Zudem ist es vor dem 
Hintergrund dieser Beobachtungen auch möglich, dass Rab11 keine essentielle, aber eine supportive 
Rolle im GP-Transport über das RE übernimmt. Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der 
Transport von MARV-GP ein Myosin Vb-positives Kompartiment einschließt. Aufgrund der bekannten 
Rolle von Myosin Vb im Transport von RE sowie der Tatsache, dass mit Rab11 ein weiteres 
Markerprotein dieses Kompartiments gemeinsam mit GP in den MyoVb Tail-Aggregaten detektiert 
werden konnte, handelt es sich hierbei sehr wahrscheinlich um das endosomale Recycling-System. 
 
Abb. 5.10: Der Einfluss von von DN MyoVb Tail auf die Verteilung von MARV-GP ist reproduzierbar in MARV-
infizierten Zellen. 
(A) Analyse des Einflusses der DN MyoV Tail-Mutanten auf die Verteilung von MARV-GP in MARV-infizierten Zellen. 
Subkonfluente HuH7-Zellen wurden zunächst mit pEGFP-MyoVa Tail, pEGFP-MyoVb Tail bzw. pEGFP-MyoVc Tail 
transfiziert und 4 hpt mit MARV bei einer MOI von 1 infiziert. Nach 24 h wurden die Zellen für 48 h mit 4 % PFA fixiert 
und anschließend permeabilisiert. Die Färbung von MARV-GP und der Nuclei erfolgte wie in Abb. 5.8 A beschrieben. (B) 
Analyse des Einflusses der DN MyoV Tail-Mutanten auf die Verteilung von MARV-GP in Koexpression mit mCh-Rab11. 
Subkonfluente HuH7-Zellen wurden zunächst mit mCh-Rab11 sowie pEGFP-MyoVa Tail, pEGFP-MyoVb Tail bzw. pEGFP-
MyoVc Tail transfiziert und 4 hpt mit MARV bei einer MOI von 1 infiziert. Nach 24 h wurden die Zellen für 48 h mit 4 % 
PFA fixiert und anschließend permeabilisiert. Die Färbung von MARV-GP und der Nuclei erfolgte wie in Abb. 5.8 B 
beschrieben. Rote Pfeile deuten auf Strukturen, die eine Akkumulation von GP und MyoV Tail zeigen, goldene Pfeilköpfe 
zeigen auf GP-negative MyoVb Tail-Aggregate. Gestrichelte Linien skizzieren die Zellgrenzen. (C) Quantitative Analyse 
der Kolokalisation von MARV-GP mit den DN MyoV Tail-Mutanten. Zur Quantifizierung des Ausmaßes der Kolokalisation 
zwischen GP und den MyoV Tail-Mutanten wurde eine Objekt-basierte Kolokalisationsanalyse durchgeführt. Dazu 
wurden zunächst jeweils die GP- bzw. MyoV Tail-Objekte segmentiert und anschließend überprüft, wie viele MyoV Tail-
Objekte zu mindestens 50 % mit GP-Objekten überlappen. In die Analyse wurden insgesamt 47 Zellen aus drei 
unabhängigen Experimenten einbezogen. Aufgetragen sind jeweils die Mittelwerte inklusive SD. Die statistische Analyse 
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5.2.4     Charakterisierung der Myosin Vb Tail-induzierten perinukleären Aggregationen 
In 5.2.3 konnte gezeigt werden, dass die Überexpression des DN MyoVb Tail zu der Bildung von 
Aggregaten in der perinukleären Region führt und dass sowohl MARV-GP als auch der RE-Marker mCh-
Rab11 direkt innerhalb bzw. in unmittelbarer Umgebung von MyoVb Tail akkumulieren. In der Literatur 
sind diese MyoVb Tail-induzierten Strukturen als Akkumulationen perizentrosomaler Vesikel 
(„accumulation of […] pericentrosomal vesicles“, Lapierre et al., 2001) oder auch als kollabierte 
Membranzisternen („collapsed membrane cisternae“, Roland et al., 2007) beschrieben. Darüber hinaus 
wurden in unterschiedlichen Studien übereinstimmend Markerproteine des RE in diesen 
Aggregationen gefunden, was dafür spricht, dass das DN MyoVb Tail eine perinukleäre Aggregation 
von RE induziert. Um dies im Rahmen des hier verwendeten experimentellen Systems zu überprüfen 
und gleichzeitig auszuschließen, dass es zu einer unspezifischen Beeinträchtigung anderer zellulärer 
Kompartimente infolge der Expression von MyoVb Tail kommt, wurden diese Aggregate in der Folge 
näher charakterisiert. Im Fokus standen dabei insbesondere mögliche Effekte von MyoVb Tail auf 
andere endosomale Subpopulationen (frühe/späte Endosomen) sowie den Golgi-Apparat als Teil des 
bekannten Transportwegs von MARV-GP im sekretorischen Pfad. 
 
Dazu wurde erneut GFP-MyoVb Tail in HuH7-Zellen überexprimiert, die Zellen 24 hpt fixiert und 
permeabilisiert sowie anschließend endogene zelluläre Proteine mit entsprechenden Antikörpern 
gefärbt. Mit Ausnahme der Färbung des endogenen Rab11 wurde außerdem in allen Proben mCh-
Rab11 koexprimiert, um stets im Vergleich die Lokalisation von RE bewerten zu können. 
Zunächst sollte sichergestellt werden, dass nicht nur das überexprimierte mCh-Rab11, sondern auch 
das endogene Rab11 in die MyoVb Tail-Aggregationen rekrutiert wird. Wie in Abb. 5.11 A gezeigt, 
verhielt sich das endogene Rab11 genauso wie das mCh-Rab11 und zeigte ebenfalls eine deutliche 
Umverteilung in die MyoVb Tail-Aggregationen (Abb. 5.11 A, rote Pfeile). Betrachtet man nun die 
Effekte von MyoVb Tail auf Markerproteine anderer zellulärer Kompartimente, ist deutlich erkennbar, 
dass sowohl der TfR als auch Rab8 als Markerproteine des RE die charakteristische Redistribution in 
die MyoVb Tail-Aggregate zeigen (Abb. 5.11 B, obere zwei Panele, rote Pfeile; man beachte den 
Vergleich der Verteilung des TfR und Rab8 zu den mit weißen Sternen markierten MyoVb Tail-negativen 
Nachbarzellen). Im Gegensatz dazu zeigten weder Markerproteine des frühen Endosoms (EEA1), des 
späten Endosoms (LAMP1) noch des cis-Golgi- (GM130) bzw. des trans-Golgi-Netzwerks (TGN46) eine 
Akkumulation mit MyoVb Tail. Nur das EEA1 konnte gelegentlich in kleinen Mengen in den MyoVb Tail-
Aggregaten detektiert werden. Auch im Hinblick auf die generelle Verteilung der Markerproteine 
konnte keine Beeinträchtigung festgestellt werden (Abb. 5.11 B, untere 4 Panele, goldene Pfeilköpfe). 
 

















































Es wird davon ausgegangen, dass der Transport von a) GP, b) VP40 und c) den Nukleokapsiden, 
bestehend aus NP, L, VP35, VP30 und VP24, unabhängig voneinander verläuft (Schudt et al., 2013; 
Kolesnikova et al., 2017). In diesem Modell sollte eine spezifische Inhibition des GP-Transports nicht 
mit dem Transport der anderen Komponenten des MARV interferieren. Daher sollte im nächsten 
Schritt überprüft werden, ob die Expression von MyoVb Tail einen Einfluss auf die Verteilung des 
Matrixproteins VP40 bzw. NP als der Hauptkomponente der Nukleokapside besitzt. Dazu wurden 
HuH7-Zellen mit für GFP-MyoVb Tail sowie MARV-VP40 bzw. MARV-NP kodierenden Plasmiden 
transfiziert und 24 hpt fixiert, permeabilisiert und gegen VP40 bzw. NP gefärbt. Zusätzlich wurde 
erneut mCh-Rab11 als Marker für das RE exprimiert. Wie in Abb. 5.11 C zu erkennen, bildeten sich 
sowohl die peripheren VP40-Cluster als auch die perinukleären NP-positiven Inklusionen in 
Anwesenheit des MyoVb Tail. Weder VP40 noch NP zeigten dabei eine Kolokalisation mit MyoVb Tail 
oder eine Veränderung in ihrer Verteilung. Diese Exklusion von VP40 und NP spricht dafür, dass der 











Abb. 5.11: MyoVb Tail-induzierte Aggregationen kolokalisieren spezifisch mit Recycling Endosomen und enthalten kein 
MARV-NP oder MARV-VP40. 
(A) Untersuchung der Assoziation von MyoVb Tail-induzierten Aggregationen und endogenem Rab11. Subkonfluente HuH7-
Zellen wurden mit pEGFP-MyoVb Tail transfiziert und 24 hpt für 48 h mit 4 % PFA fixiert und permeabilisiert. Die Färbung 
von Rab11 erfolgte mit einem monoklonalen Maus-α-Rab11 IgG in Kombination mit einem Alexa Fluor 594-gekoppelten 
Ziege-α-Maus IgG-Serum. Die Nuclei wurden mithilfe von DAPI angefärbt. (B) Charakterisierung der MyoVb Tail-induzierten 
Aggregationen mithilfe zellulärer Markerproteine. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden mit pEGFP-MyoVb Tail sowie pmCh-
Rab11 transfiziert und 24 hpt für 48 h mit 4 % PFA fixiert und permeabilisiert. Die Färbung der endogenen Markerproteine 
erfolgte mit monoklonalen IgG aus der Maus (TfR, EEA1, LAMP1, GM130) bzw. polyklonalen IgG aus dem Kaninchen (Rab8, 
TGN46) in Kombination mit Alexa Fluor 647-gekoppelten Ziege-α-Maus bzw. Ziege-α-Kaninchen  IgG-Seren. Die Nuclei 
wurden mithilfe von DAPI angefärbt. (C) Analyse des Einflusses der Überexpression des DN MyoVb Tail auf die Verteilung von 
MARV-NP und MARV-VP40. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden mit pEGFP-MyoVb Tail sowie pmCh-Rab11 transfiziert und 
24 hpt für 48 h mit 4 % PFA fixiert und permeabilisiert. Anschließend wurde MARV-NP mit einem monoklonalen IgG aus der 
Maus (59-9-10) sowie einem mit Alexa Fluor 647-gekoppelten Ziege-α-Maus IgG-Serum gefärbt. Die Färbung von MARV-
VP40 erfolgte mithilfe eines polyklonalen α-MARV-NC IgG aus dem Kaninchen in Kombination mit einem Marina Blue-
gekoppelten Ziege-α-Kaninchen IgG-Serum. Die Nuclei wurden mithilfe von DAPI angefärbt, wobei im Falle der Marina Blue-
basierten Färbung von VP40 aufgrund der sich überlappenden Fluoreszenzspektren auf die DAPI-Färbung verzichtet wurde. 
Rote Pfeile deuten auf Strukturen, die eine Akkumulation des Zielproteins (endogene Marker bzw. NP/VP40) in MyoVb Tail-
Aggregaten zeigen, goldene Pfeilköpfe zeigen auf entsprechende negative MyoVb Tail-Aggregate. Gestrichelte Linien 
skizzieren die Zellgrenzen. Maßstabsbalken = 10 µm. 
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Die bisherigen Ergebnisse sprechen für ein Modell, in dem MARV-GP zwischen dem Golgi-Apparat und 
der PM über einen Teil des endosomalen Recycling-Systems transportiert wird, das durch Myosin Vb 
charakterisiert ist und durch dessen DN Tail-Mutante blockiert werden kann. Um zu bestätigen, dass 
MARV-GP tatsächlich erst nach Verlassen des Golgi-Apparats in das MyoVb-Kompartiment eintritt, 
sollte untersucht werden, ob die Akkumulation von GP in den MyoVb Tail-Aggregaten verhindert 




Dazu wurden erneut GP, GFP-MyoVb Tail sowie mCh-Rab11 in HuH7-Zellen koexprimiert, wobei 4 hpt 
das Polyether-Antibiotikum Monensin (bzw. Methanol in der Kontrolle) hinzugegeben wurde, das die 
die Abschnürung von sekretorischen Vesikeln am medialen und trans-Golgi-Komplex blockiert 
(Mollenhauer et al., 1990). Nach 24 h (= 20 h nach Monensin-Zugabe) wurden die Zellen fixiert, 
permeabilisiert und mit GP-spezifischen Antikörpern gefärbt. Wie in Abb. 5.12 dargestellt, führte die 
Monensin-Behandlung zu starken perinukleären Akkumulationen von GP, die jedoch nicht mit den 
MyoVb Tail- und mCh-Rab11-positiven Aggregaten überlagerten. In den Methanol-behandelten 
Kontrollzellen zeigte sich hingegen die charakteristische Kolokalisation von GP und MyoVb Tail. 
Aufgrund der Exklusion von GP von den MyoVb Tail-Aggregationen bei Blockade des Austritts aus dem 
Golgi-Apparat kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass MARV-GP erst nach Verlassen des 
Golgi-Apparats in das MyoVb-positive Recycling-System eintritt. 
 
Zusammenfassend lässt sich aus diesen Ergebnissen schließen, dass die Überexpression des DN MyoVb 
Tail in dem hier verwendeten Zellsystem zu einer spezifischen Aggregation von RE in perinukleären 












Abb. 5.12: MARV-GP erreicht das MyoVb Tail-Kompartiment in einem post-Golgi-Schritt. 
Subkonfluente HuH7-Zellen wurden mit pCAGGS-MARV-GP, pEGFP-MyoVb Tail sowie pmCh-Rab11 transfiziert, wobei 4 hpt 
Methanol (MetOH) bzw. 10 µM Monensin zum Kulturmedium zugefügt wurde. Nach 20 h wurden die Zellen für 48 h mit 4 % 
PFA fixiert und anschließend permeabilisiert. Die Färbung von MARV-GP und der Nuclei erfolgte wie in Abb. 5.8 B 
beschrieben. Rote Pfeile deuten auf Strukturen, die eine Akkumulation von GP und MyoVb Tail zeigen, goldene Pfeilköpfe 
zeigen auf GP-negative MyoVb Tail-Aggregate. Gestrichelte Linien skizzieren die Zellgrenzen. Maßstabsbalken = 10 µm. 
MetOH 




Golgi-Apparats nicht tangiert werden. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass MARV-GP in einem 
post-Golgi Schritt in das MyoVb-Kompartiment eintritt. Weiterhin sind MARV-VP40 und MARV-NP von 
den MyoVb Tail-Strukturen exkludiert und weisen eine normale Verteilung auf. Diese spezifische 
Interferenz von MyoVb Tail mit MARV-GP auf der einen und RE auf der anderen Seite untermauert 
daher die These, dass GP über dieses Kompartiment transportiert wird. 
 
5.2.5    Einfluss der Expression dominant-negativer Mutanten der Myosin V-Familie auf 
den Transport des Marburg Virus Glykoproteins zur Zelloberfläche 
Bei der Analyse der Verteilung von MARV-GP in Koexpression mit dem DN MyoVb Tail konnten im 
Wesentlichen zwei Beobachtungen gemacht werden: Erstens akkumulierte das GP in oder in der Nähe 
der perinukleären MyoVb Tail-Aggregate und zweitens schien in der Folge die GP-Intensität an der PM 
reduziert (5.2.3). Da die Färbung in 5.2.3 jedoch in permeabilisierten Zellen durchgeführt wurde, kann 
nicht mit völliger Sicherheit eine verlässliche Aussage über die Oberflächenlevel getroffen werden. Aus 
diesem Grund sollte analog zur Rab11-Depletion (5.2.2) mittels IFA sowie einem OBA geprüft werden, 
ob die Expression des MyoVb Tail zu einer Inhibition des GP-Transports zur Zelloberfläche führt. 
 
Für die IF-basierten Analyse wurden dazu MARV-GP mit GFP, den GFP-MyoV Tails oder dem GFP-
gekoppelten wildtypischen Myosin Vb in HuH7-Zellen koexprimiert. Nach 24 h wurde das Oberflächen-
GP nativ mit einem ersten Primär-Antikörper gefärbt, bevor die Zellen fixiert und permeablisiert 
wurden. Um die Oberflächenlevel in Relation zur Gesamtexpression setzen zu können, wurde im 
Anschluss mit einem zweiten Primär-Antikörper das gesamte GP (Oberfläche und intrazellulär) 
angefärbt und schließlich beide Populationen mit unterschiedlichen Fluorochrom-gekoppelten 
Antikörpern markiert. Da die Zelloberfläche aufgrund der Plastizität der Zellen oft in verschiedenen 
mikroskopischen Ebenen lokalisiert ist, kann ein zweidimensionaler Schnitt durch die Zelle nicht immer 
die tatsächliche Intensitätsverteilung erfassen. Um dennoch keine Informationen zu verlieren und eine 
akkurate Analyse zu gewährleisten, wurden am KLSM sog. Z-Stapel aufgenommen. Diese beinhalteten 
insgesamt 15 einzelne Schnitte pro Zelle bei einer Schichtdicke von je 420 nm, die alle Zellen vom 
tiefsten bis zum höchsten Punkt abdeckten. Für die quantitative Analyse wurden in jedem dieser 
Schnitte sowohl die Intensität des Oberflächen-GP als auch die des Gesamt-GP gemessen und 
anschließend die addierten Werte des Oberflächen-GP durch die des addierten Gesamt-GP dividiert. 
In Abb. 5.13 A ist für jede Probe ein repräsentativer Z-Stapel in Form einer Maximumintensitäts-
projektion dargestellt, die jeweils das intensitätsstärkste Pixel aus allen verfügbaren Stapeln anzeigt 
und so ein Übersichtsbild der dreidimensionalen Verteilungen generiert. In der GFP-exprimierenden 
Kontrollzelle ist bei der Gesamt-GP-Färbung erneut die klassische GP-Verteilung zu erkennen, die vor 
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allem auch eine definierte Färbung der Zellgrenzen mit einschließt (Abb. 5.13 A, oberes Panel, zweite 
Spalte). Die starke Oberflächenexpression wird noch deutlicher bei Betrachtung der nativen Färbung, 
die zudem wie erwartet nahezu vollständig mit Signalen der Gesamtfärbung überlagert (Abb. 5.13 A, 
oberes Panel, erste Spalte). Auch bei der Koexpression der MyoV Tail-Mutanten bestätigt sich das Bild 
aus 5.2.3. Während im Falle des DN MyoVc Tail weder ein signifikanter Einfluss auf die GP-Verteilung 
noch auf die Stärke des Oberflächensignals beobachtet werden konnte, führte die Expression des DN 
MyoVb Tail zu einer Akkumulation von GP im Bereich der perinukleären MyoVb Tail-Aggregate sowie 
insbesondere zu einer deutlichen Reduktion der Oberflächenfärbung (Abb. 5.13 A, drittes und viertes 
Panel). Beim MyoVa Tail erfolgte zwar auch hier erneut eine partielle Redistribution von GP in die 
perinukleären Aggregate, die Oberflächenlevel waren jedoch im Gegensatz zum MyoVb Tail nicht 
merklich reduziert (Abb. 5.13 A, zweites Panel). Um zu kontrollieren, dass die Effekte des MyoVb Tail 
tatsächlich durch dessen DN Phänotyp bedingt ist, wurden zusätzlich Zellen analyisiert, die MARV-GP 
sowie das vollständige (wildtypische) Myosin Vb exprimierten (Abb. 5.13 A, fünftes Panel). Auch hier 
zeigte sich eine klassische GP-Verteilung mit normaler Oberflächenexpression. Zudem konnte eine 
Kolokalisation von GP und Myosin Vb in punktförmigen Vesikeln sowie in peripheren Bereichen in Nähe 
der PM beobachtet werden. Auch die quantitative Analyse stimmt mit diesen Beobachtungen überein 
und zeigt eine signifikante Reduktion des Oberflächen-GP von ca. 77 % bei Expression des MyoVb Tail 
im Vergleich zu den GFP-exprimierenden Kontrollzellen, während weder die Überexpression von 
MyoVa noch von MyoVc Tail zu signifikanten Veränderungen gegenüber den GFP-Kontrollzellen führte 
(Abb. 5.13 B). Auch im Vergleich mit Zellen, die das wildtypische Myosin Vb bzw. entweder MyoVa 
oder MyoVc Tail exprimierten, ergab sich eine signifikante Verminderung der Oberflächenexpression 
durch das MyoVb Tail. 
 
Zur Bestätigung der Ergebnisse der quantitativen IFA wurde mit dem OBA eine weitere Methode zur 
Untersuchung der GP-Oberflächenlevel verwendet, die auch schon im Falle der Rab11-Depletion 
Abb. 5.13: Die Expression des DN MyoVb Tail führt zu einer Reduktion von MARV-GP an der Zelloberfläche (IFA). 
(A) Analyse der Oberflächenexpression von MARV-GP in Anwesenheit der MyoVb Tail-Mutanten mittels IFA. Subkonfluente 
HuH7-Zellen wurden mit pCAGGS-MARV-GP sowie pEGFP, pEGFP-MyoVa Tail, pEGFP-MyoVb Tail, pEGFP-MyoVc Tail bzw. 
pEGFP MyoVb transfiziert. Nach 24 h wurde das GP an der Oberfläche nativ bei 4 °C mit einem polyklonalen Kaninchen-α-
GP IgG-Serum (95/6) markiert. Anschließend wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und das gesamte GP mittels eines 
zweiten α-GP Primärantikörpers aus der Maus (31-11-9) angefärbt. Als Sekundärantikörper dienten ein Ziege-α-Kaninchen 
IgG-Serum gekoppelt an Alexa Fluor 647 bzw. ein Alexa Fluor 568-konjugiertes Ziege-α-Maus IgG-Serum. Die Nuclei wurden 
mithilfe von DAPI angefärbt. Die dargestellten Bilder zeigen Maximumintensitätsprojektionen von repräsentativen 
konfokalen Z-Stapelaufnahmen mit jeweils 15 Stapeln und einer Schnittdicke von 420 nm. (B) Quantitative Analyse der 
Oberflächenexpression von MARV-GP. Für die Quantifizierung der GP-Oberflächenlevel wurde in jeder Ebene einer Z-
Stapelaufnahme die Intensität der Fluoreszenzsignale in Form der „integrierten Dichte“ („integrated density“ in der Software 
ImageJ/Fiji) sowohl für das Gesamt-GP als auch für das Oberflächen-GP gemessen. Zu Berechnung der relativen 
Oberflächenexpression wurden die addierten Werte des Oberflächen-GP durch die addierten Werte des Gesamt-GP 
dividiert. Aufgetragen sind jeweils die Mittelwerte inklusive SD, dabei wurde der Mittelwert der GFP-Kontrolle gleich               
100 % gesetzt. Insgesamt wurden jeweils 15 Z-Stapel aus drei unabhängigen Experimenten analysiert. Die statistische 
Analyse erfolgte durch den Kruskal-Wallis-Test. **: p ≤ 0,01, ***: p ≤ 0,001, ****: p ≤ 0,0001. Maßstabsbalken = 10 µm. 




eingesetzt wurde (s. 5.2.2). Die Zellen wurden dabei mit für MARV-GP sowie GFP bzw. den GFP-
gekoppelten MyoV Tail-Mutanten kodierenden Plasmiden transfiziert, bevor 24 hpt die OBA wie in 
5.2.2 beschrieben durchgeführt wurde. In Abb. 5.14 A ist eine repräsentative Western Blot-Färbung 
dargestellt. Mit Hinblick auf die Expression der verschiedenen MyoV Tail-Mutanten in der Lysat-Probe 
wies das MyoVa Tail deutlich reduzierte Proteinmengen als die ungefähr gleich stark exprimierten 
MyoVb und MyoVc Tail auf. Da die transfizierte Menge an DNA in diesem Versuch jedoch schon relativ 
hoch war und toxische Mengen vermieden werden sollten, wurde die Plasmidmenge nicht weiter 
erhöht. Die Ergebnisse des MyoVa Tail müssen daher mit Vorsicht interpretiert werden.  
Betrachtet man die Färbung von MARV-GP konnten vergleichbare Expressionslevel im Zelllysat sowie 
auch vergleichbare Mengen an präzipitiertem GP in der IP-Probe detektiert werden. Auch in der 
Streptavidin-Färbung wiesen die GFP sowie GFP-MyoVa bzw. MyoVc Tail exprimierenden Zellen 
gleiche Mengen an Oberflächen-GP auf. Einzig im Falle der Expression von MyoVb Tail zeigte sich eine 
deutlich schwächere Bande. Auch hier konnte teilweise in der Streptavidin-Färbung eine leichte Bande 
auf Höhe des preGPER detektiert werden, die, wie bereits in 5.2.2 diskutiert, vermutlich durch abgelöste 
Zellen während des Biotinylierungsschritts auftrat. Für die Quantifizierung wurde wie in 5.2.2 nur die 
GP1-Bande herangezogen. 
In der quantitativen Auswertung von vier unabhängigen Experimenten zeigte sich ungefähr eine 
Halbierung der Oberflächenexpression von GP im Vergleich zu den GFP-Kontrollzellen, die zudem eine 
statistische Signifikanz gegenüber den GFP- sowie auch den MyoVa bzw. MyoVc Tail-exprimierenden 
Zellen besaß (Abb. 5.14 B). Diese deutliche Reduktion des Oberflächen-GP im OBA ist umso 
bemerkenswerter, wenn man sich vor Augen hält, dass es sich hier um eine Massenanalyse von 
mindestens mehreren Hunderttausend einzelner Zellen handelt (300,000 ausgesäte Zellen am Tag vor 
der Transfektion), von denen vermutlich nur ein Teil sowohl MARV-GP als auch genügend MyoVb Tail 
für einen DN Effekt exprimierte  ̶  auf Basis der Erfahrungen aus der IFA kann dieser Anteil grob auf 
etwa 20-40 % geschätzt werden. Dass dennoch eine Halbierung des Oberflächen-GP festgestellt 
werden konnte, spricht daher für einen starken inhibierenden Effekt des MyoVb Tail auf den Transport 
von MARV-GP. Interessanterweise kann bei genauer Betrachtung der Gesamt-GP-Färbung sowohl in 
den Lysaten als auch in der IP im Falle der MyoVb Tail-Proben eine etwas schwächere GP1-Bande bei 
unveränderter preGPER-Bande festgestellt werden. Eine mögliche Erklärung dafür könnte sein, dass ein 
Teil des infolge der MyoVb Tail-Expression intrazellulär akkumulierenden GP degradiert wird. 
 
Fasst man die Ergebnisse der Analyse der Oberflächenexpression von MARV-GP in Anwesenheit der 
DN MyoV Tail-Mutanten zusammen, zeigt sich in Zellen, die das DN MyoVb Tail exprimierten, sowohl 
in der quantitativen IFA als auch im OBA eine deutliche und statistisch signifikante Reduktion der GP-
Menge an der Zelloberfläche. Diese Ergebnisse bestätigen damit den Eindruck, der sich bereits in 5.2.3  














im Hinblick auf die veränderte Verteilung von GP bei Koepxression von MyoVb Tail ergeben hatte. 
Verknüpft man diese Erkenntnisse mit der Charakterisierung der MyoVb Tail-Aggregate in 5.2.4, kann 
die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Überexpression des DN MyoVb Tail eine Blockierung 
des Transports von Proteinen des RE bewirkt und die Beeinträchtigung dieses spezifischen 
Transportswegs in der Folge zu einer Inhibition des post-Golgi Transports von MARV-GP in Richtung 
PM führt. Dies schließlich spricht deutlich dafür, dass MARV-GP während seiner Beförderung zur 
Zelloberfläche das zelluläre Recycling-System durchschreitet. 
 
5.2.6    Einfluss der Expression dominant-negativer Mutanten der Myosin V-Familie auf 
den Transport des Marburg Virus-Glykoproteins zu VP40-reichen 
Membranclustern 
In 5.1.2 wurde bereits auf die Assoziation von GP mit VP40 in Membranclustern an der PM 
eingegangen. Diese Zusammenkunft von GP und VP40 an der PM als Ort des „Buddings“ von neuen 
Viruspartikeln stellt einen essentiellen Schritt im Assemblierungsprozess des MARV dar, ohne den 
keine infektiösen Virionen gebildet werden können. Aus diesem Grund war es naheliegend zu prüfen, 
ob die Expression des DN MyoVb Tail nicht nur die generelle Beförderung von GP zur Zelloberfläche, 
sondern auch den spezifischen Transport in die VP40-reichen Membrancluster inhibiert. Zur 
Untersuchung dieser Frage wurde eine quantitative IFA durchgeführt, in der die Menge an GP in den 
VP40-Clustern in An- bzw. Abwesenheit der DN MyoV Tail-Mutanten gemessen wurde. 
Dazu wurden GFP bzw. die GFP-gekoppelten MyoV Tail-Mutanten gemeinsam mit GP und VP40 in 
HuH7-Zellen koexprimiert und die Zellen 24 hpt fixiert, permeabilisiert und gegen GP und VP40 gefärbt. 
Aufgrund der Morphologie der VP40-Cluster, die oft eine Höhe von einigen Mikrometern erreichten,  
 
Abb. 5.14: Die Expression des DN MyoVb Tail führt zu einer Reduktion von MARV-GP an der Zelloberfläche (OBA). 
(A) Analyse der Oberflächenexpression von MARV-GP in Anwesenheit der MyoVb Tail-Mutanten mittels 
Oberflächenbiotinylierungs-Assay. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden mit pCAGGS-MARV-GP sowie pEGFP, pEGFP-MyoVa 
Tail, pEGFP-MyoVb Tail bzw. pEGFP-MyoVc Tail transfiziert. Weitere Kontrollzellen wurden nur mit pEGFP bzw. mit 
pCAGGS-Leervektor (= Mock) transfiziert. Nach 24 h wurden die Proteine an der Zelloberfläche für 30 min bei 4 °C mit Sulfo-
NHS-Biotin markiert und anschließend die Zellen geerntet und lysiert. Ein Teil des Ausgangsmaterials wurde für die Färbung 
der Lysate abgenommen und anschließend das GP in der restlichen Probe mittels Protein A-Sepharose und eines 
monoklonalen Maus-α-MARV-GP IgG (50-6-10) präzipitiert (= IP). Sowohl die Lysat- als auch die IP-Proben wurden in der 
Folge einer SDS-PAGE und einer Western Blot-Analyse unterzogen und das vorhandene Gesamt-GP mittels eines 
monoklonalen Maus-α-MARV-GP IgG (50-6-10) in Kombination mit einem HRP-gekoppelten Ziege-α-Maus IgG-Serum 
gefärbt. Das Biotin-markierte Oberflächen-GP wurde mit HRP-konjugiertem Streptavidin markiert. Die Chemilumineszenz-
basierte Detektion erfolgte am ChemiDoc System (BioRad). Dargestellt sind Aufnahmen von Western Blots eines 
repräsentativen Experiments aus insgesamt vier unabhängigen Versuchen. (B) Quantifizierung der Oberflächen-
Expressionslevel von GP. Zur Quantifizierung wurde jeweils die Bandenstärke des Gesamt-GP sowie des Oberflächen-GP 
bestimmt und auf die IgG-Level normalisiert. Anschließend wurden die relativen Oberflächenlevel durch Division des 
normalisierten Oberflächen-GP durch das normalisierte Gesamt-GP kalkuliert. Aufgetragen sind die Mittelwerte aus vier 
unabhängigen Experimenten inklusive SD, wobei die relativen Oberflächenlevel der GFP-exprimierenden Kontrollzellen auf 
100 % gesetzt wurden. Die statistische Auswertung erfolgte durch Student’s t-Test mit Welch-Korrektur. ns: nicht 
signifikant, **: p ≤ 0,01. 
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wurden wie bereits in der quantitativen IFA in 5.2.4 Z-Stapel aufgenommen, um die gesamte 
Bandbreite der Fluoreszenzsignale über alle Fokusebenen der Zelle abzubilden. In diesem Fall wurden 
pro Zelle jeweils 13 Schnitte mit einer Dicke von je 420 nm aufgenommen. In Abb. 5.15 sind 
Maximumintensitätsprojektionen von jeweils repräsentativen Z-Stapeln abgebildet.  
Im Falle einer Koexpression von GP, VP40 und GFP bildeten sich die charakteristischen VP40-reichen 
Cluster an der PM, die zudem eine starke Anreicherung mit GP aufwiesen (Abb. 5.15 A, oberes Panel, 
rote Pfeile). Dieser Phänotyp konnte ebenso in MyoVa und MyoVc Tail-exprimierenden Zellen 
beobachtet werden (Abb. 5.15 A, zweites bzw. viertes Panel, rote Pfeile). In Zellen hingegen, die das 
DN MyoVb Tail exprimierten, zeigte sich eine deutliche Reduktion der GP-Intensität in den VP40-
Clustern (Abb. 5.15 A, drittes Panel, goldene Pfeile). Um diese Beobachtung auch quantitativ zu 
bestätigen, wurde eine dreidimensionale Quantifizierung der GP-Mengen in den VP40-Clustern 
durchgeführt. Dazu wurden zunächst mithilfe des „3D Suite“-Plugins für ImageJ/Fiji (Ollion et al., 2013) 
die VP40-Cluster als Zielobjekte segmentiert und anschließend die GP-Intensität innerhalb der Cluster 
sowie in der gesamten Zelle gemessen. Anschließend wurde die Intensität des Cluster-assoziierten GP 
durch die Intensität des Gesamt-GP dividiert, um die relative Menge an GP in den VP40-Clustern zu 
erhalten (s. 4.5.3). Wie in Abb. 5.15 B gezeigt, konnte in den GFP-exprimierenden Zellen ca. 13 % des 
gesamten GP-Signals in den VP40-Clustern detektiert werden. Dieser Wert blieb in den MyoVa bzw. 
MyoVc Tail-exprimierenden Zellen relativ stabil bei ca. 11 %, reduzierte sich jedoch in Anwesenheit 
von MyoVb Tail um etwa 72 % auf nur noch 4 % Cluster-assoziiertes GP. Dieser Wert zeigte dabei eine 
statistische Signifikanz im Vergleich zu den drei anderen Proben. 
 
Diese Resultate zeigen, dass die Überexpression des DN MyoVb Tail nicht nur generell den Transport 
von MARV-GP zur PM inhibiert, sondern auch den spezifischen Transport zu den VP40-reichen 
Membranclustern. Aufgrund der essentiellen Bedeutung der Zusammenkunft von GP und VP40 an der 
Abb. 5.15: Die Expression des DN MyoVb Tail führt zu einer Reduktion der Assoziation von MARV-GP mit peripheren 
VP40-Clustern. 
(A) Analyse der Assoziation von MARV-GP mit peripheren VP40-Clustern in Anwesenheit der MyoVb Tail-Mutanten. 
Subkonfluente HuH7-Zellen wurden mit pCAGGS-MARV-GP, pCAGGS-MARV-VP40 sowie pEGFP, pEGFP-MyoVa Tail, pEGFP-
MyoVb Tail bzw. pEGFP-MyoVc Tail transfiziert und 24 hpt für 48 h mit 4 % PFA fixiert und permeabilisiert. Die Färbung 
erfolgte mit einem monoklonalen Maus-α-MARV-GP IgG-Primärantikörper (31-11-9) in Kombination mit einem Alexa Fluor 
568-gekoppelten Ziege-α-Kaninchen IgG-Serum sowie einem polyklonalen Kaninchen-α-MARV-NC IgG in Kombination mit 
einem Alexa Fluor 647-konjugierten Ziege-α-Kaninchen IgG-Serum. Nuclei wurden mithilfe von DAPI angefärbt. Die 
dargestellten Bilder zeigen Maximumintensitätsprojektionen von repräsentativen konfokalen Z-Stapelaufnahmen mit 
jeweils 13 Stapeln und einer Schnittdicke von 420 nm. Pfeile deuten auf GP in VP40-Cluster-Strukturen. (B) Quantitative 
Analyse der Cluster-Assoziation von MARV-GP. Für die Quantifizierung der GP-Mengen in den VP40-Clustern wurden mithilfe 
des „3D Suite“ Plugin für ImageJ/Fiji zunächst die VP40-Cluster als dreidimensionale Zielobjekte segmentiert und 
anschließend die Fluoreszenzintensität in Form der „integrierten Dichte“ („integrated density“) sowohl für das Gesamt-GP 
in der Zelle als auch spezifisch für das GP innerhalb der Cluster gemessen. Zu Berechnung der relativen Cluster-Assoziation 
wurden die Messwerte des Cluster-assoziierten GP durch die Messwerte des Gesamt-GP dividiert. Aufgetragen sind jeweils 
die Mittelwerte inklusive SD. Insgesamt wurden jeweils 15 Z-Stapel aus drei unabhängigen Experimenten analysiert. Die 
statistische Analyse erfolgte durch den 1-Weg ANOVA-Test. **: p ≤ 0,01, ****: p ≤ 0,0001.                                            
Maßstabsbalken = 10 µm. 




PM im Vorfeld der Formation der viralen Hülle, ist die Interferenz des DN MyoVb Tail mit diesem 
Prozess ein Hinweis darauf, dass der Transport von GP über das Myosin Vb-positive Recycling-System 
vermutlich eine substanzielle Komponente des Transport- und Assemblierungsprozesses des MARV 
darstellt. 
 
5.3    Vergleich des Transports des Marburg Virus-Glykoproteins mit anderen 
Oberflächenproteinen verschiedener Negativstrang-RNA-Viren 
Verschiedene Viren haben im Laufe der Evolution unterschiedliche Replikationsstrategien entwickelt. 
Da alle Viren dabei als obligat intrazelluläre Parasiten auf eine Wirtszelle angewiesen sind, müssen sie 
gewährleisten, dass die viralen Strukturproteine, die für die die Zusammensetzung neuer Replikate 
benötigt werden, korrekt zum Ort der Assemblierung in der Zelle transportiert werden. Der 
intrazelluläre Transport des Oberflächenproteins GP des MARV lässt sich dabei anhand von drei 
wesentlichen Merkmalen charakterisieren. Erstens beginnt der Transport von GP mit der Synthese im 
ER und der anschließenden Beförderung über den sekretorischen Pfad zum Golgi-Apparat (Becker et 
al., 1996). Zweitens endet er an der PM, an der es in Anwesenheit von MARV-VP40 zu einer 
Anreicherung in VP40-reichen Membranclustern kommt (Becker et al., 1996; Kolesnikova et al., 
2004b). Drittens verläuft der Transport zwischen dem Golgi-Apparat und der PM durch ein Myosin Vb-
positives Kompartiment und kann durch die Überexpression des DN MyoVb Tail blockiert werden 
(diese Arbeit). Vergleicht man MARV-GP mit Oberflächenproteine anderer Negativ-Strang-RNA-Viren, 
lässt sich feststellen, dass es sich hierbei stets um Transmembranproteine handelt, deren Transport 
zunächst äquivalent mit MARV-GP verläuft (ER-Synthese und Golgi-Passage). Unklar ist hingegen, ob 
alle diese viralen Oberflächenproteine die Affinität von MARV-GP zu den VP40-reichen Regionen an 
der PM teilen und ob deren Transport ebenfalls durch das DN MyoVb Tail inhibiert werden kann oder 
ob diese Eigenschaften spezifisch für den Transport von MARV-GP sind. Aus diesem Grund wurden im 
letzten Teil dieser Arbeit die in Tabelle 5.3 aufgeführten viralen Oberflächenproteine auf ihre 
Assoziation mit MARV-VP40-reichen Membranclustern sowie die Sensitivität gegenüber des DN 
MyoVb Tail getestet. Die Proteine wurden dabei so ausgewählt, dass möglichst verschiedene 
Eigenschaften wie z.B. die Grundstruktur (Typ I / Typ II-Transmembranprotein) oder die Lokalisation in 
polarisierten Zellen (apikal/basolateral) vertreten waren. 
 







Zum Vergleich der Standardverteilung erfolgte zunächst eine solitäre Färbung der 
Oberflächenproteine (Abb. 5.16 A). Dabei konnten in allen Fällen mit Ausnahme des NiV-F eine deutlich 
ausgeprägte Färbung der Zelloberfläche sowie punktförmige Vesikel beobachtet werden. Im Falle des 
NiV-F war nur gelegentlich eine PM-Färbung erkennbar, stattdessen lokalisierte das F in einer Vielzahl 
von sphärischen Vesikeln (vgl. auch Abb. 5.2). Die Verteilungen entsprachen insgesamt bisherigen 
Berichten über diese Proteine, sodass von einem unbeeinträchtigten Transport ausgegangen werden 
kann. Anschließend sollte geprüft werden, ob der Transport der viralen Oberflächenproteine wie im 
Falle von MARV-GP durch die Überexpression des DN MyoVb Tail inhibiert werden kann. Dazu wurden 
die Oberflächenproteine gemeinsam mit DN MyoVb Tail und mCh-Rab11 in HuH7-Zellen exprimiert 
und die Zellen nach 24 h fixiert, permeabilisiert und gefärbt. Wie in Abb. 5.16 B abgebildet, zeigten alle 
viralen Oberflächenproteine eine Akkumulation in den perinukleären MyoVb Tail-Aggregaten. 
Während die Akkumulation im Falle von EBOV-GP, IAV-HA sowie NiV-G ähnlich stark ausgeprägt war 
wie beim MARV-GP (Abb. 5.16 B, rote Pfeile), zeigten NiV-F und VSV-G eine im Vergleich verminderte 
Assoziation mit MyoVb Tail. Insbesondere im Falle von NiV-F konnten häufig MyoVb Tail-Aggregate 
ohne oder nur mit einer sehr geringen Menge an NiV-F detektiert werden (Abb. 5.16 B, fünftes Panel, 
goldene Pfeilköpfe). Dieser schwächere Effekt von MyoVb Tail auf NiV-F und VSV-G könnte dadurch 
begründet sein, dass beide Proteine sehr effizient und schnell transportiert werden, sodass ein Teil 
dieser Proteine bereits die PM erreicht haben könnte, bevor der DN Phänotyp des MyoVb Tail in den 
Zellen etabliert war. Im nächsten Schritt sollte analysiert werden, ob die verschiedenen viralen 
Oberflächenproteine wie MARV-GP eine Assoziation mit MARV-VP40-reichen Membranclustern an der 
Tabelle 5.3







Assoziation mit              
MARV-VP40-Clustern
Akkumulation in   
MyoVb Tail/mCh-
Rab11-Aggregaten
MARV-GP Typ I  [1] apika l  [2]          - [s . Abb. 5.2] ++ ++
EBOV-GP Typ I  [3] vermutl ich apika l  [2]          ? ++ ++
IAV-HA Typ I  [4] apika l  [5]          - [6] ++ ++
VSV-G Typ I  [7] basolatera l  [8]          + [6] ++ +/-
NiV-G Typ II   [9] basolatera l  [10]          + [11] ++ ++
NiV-F Typ I  [9] basolatera l  [10]         ++ [11] - +/-
blau markierte Informationen stammen aus dieser Arbeit
Referenzen:
1 - Will et al. (1993)                                     4 - Wilson et al. (1981)                  7 - Rose et al. (1980)                                   10 -Weise et al. (2010)
2 - Kolesnikova et al. (2007b)               5 - Roth et al. (1983)                        8 - Thomas et al. (1993)                            11 - Vogt et al. (2005)
3 - Volchkov et al. (1998)                          6 - Lazarovits et al. (1996)            9 - Diederich & Maisner (2007)







































IAV-HA MARV-VP40 Merge 
VSV-G MARV-VP40 Merge 
NiV-G MARV-VP40 Merge 
EBOV-GP MARV-VP40 Merge 
C 
NiV-F MARV-VP40 Merge 
Abb. 5.16:  Die meisten Oberflächenproteine von anderen RNA-Viren werden wie MARV-GP in perinukleäre MyoVb 
 Tail-Aggregate und in periphere MARV-VP40-Cluster rekrutiert. 
(A) Verteilung von verschiedenen viralen Oberflächenproteinen in HuH7-Zellen. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden mit 
pCAGGS-EBOV-GP, -IAV-HA, -NiV-G-HA, -NiV-F-HA bzw. phCMV-VSV-G transfiziert und 24 hpt fixiert und permeabilisiert. Die 
Färbung von EBOV-GP und VSV-G erfolgte mit spezifischen monoklonalen IgG aus der Maus, während IAV-HA mit einem 
spezifischen polyklonalen IgG-Serum und NiV-G bzw. NiV-F mit einem polyklonalen anti-HA-Tag IgG, jeweils aus dem 
Kaninchen markiert wurden. Als Sekundärantikörper dienten jeweils Alexa Fluor 594-gekoppelte IgG-Seren aus der Maus 
bzw. aus dem Kaninchen. Die Nuclei wurden mit DAPI gegengefärbt.  (B) Analyse des Einflusses der DN MyoVb Tail-Mutante 
auf die Verteilung der viralen Oberflächenproteine. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden mit pEGFP-MyoVb Tail, pmCherry-
Rab11 sowie den in A) genannten Plasmiden für die viralen Oberflächenproteine transfiziert und 24 hpt für 48 h mit 4 % PFA 
fixiert und anschließend permeabilisiert. Die Färbung erfolgte wie in A) mit der Ausnahme, dass die Sekundärantikörper mit 
Alexa Fluor 647 gekoppelt waren. Rote Pfeile deuten auf Strukturen, die eine Akkumulation der viralen Proteine in MyoVb 
Tail-Aggregaten zeigen, während goldene Pfeile auf MyoVb Tail-Aggregate zeigen, die keine oder nur geringfügige Mengen 
an viralen Proteinen enthalten. Gestrichelte Linien skizzieren die Zellgrenzen. (C) Analyse der Assoziation der viralen 
Oberflächenproteine mit MARV-VP40. Subkonfluente HuH7-Zellen wurden mit pCAGGS-MARV-VP40 sowie den in A) 
genannten Plasmiden für die viralen Oberflächenproteine transfiziert und 24 hpt mit 4 % PFA fixiert und permeabilisiert. Die 
Färbung der viralen Oberflächenproteine erfolgte wie in A), während VP40 entweder mit einem polyklonalen IgG-Serum aus 
dem Kaninchen (α-NC) oder einem monoklonalen IgG aus der Maus (40-2-2) markiert wurde. Als Sekundärantikörper für 
VP40 dienten jeweils Alexa Fluor 488-gekoppelte IgG-Seren aus der Maus bzw. aus dem Kaninchen. Rote Pfeile deuten auf 
Akkumulation der viralen Oberflächenproteine in den VP40-Clustern, goldene Pfeilköpfe zeigen negative VP40-Cluster. 
Maßstabsbalken = 10 µm. 




PM aufweisen. Dazu wurden die Oberflächenproteine gemeinsam mit VP40 in HuH7-Zellen exprimiert. 
Nach 24 h wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit spezifischen Antikörpern gefärbt. 
Betrachtet man nun die Verteilung bei Koexpression von MARV-VP40 zeigt sich, dass sowohl EBOV-GP, 
VSV-G, IAV-HA als auch NiV-G eine deutliche Akkumulation in den VP40-Clustern aufwiesen (Abb. 5.16 
B, erstes bis viertes Panel, rote Pfeile), während das NiV-F hauptsächlich seine Lokalisation in den 
sphärischen Vesikeln beibehielt (Abb. 5.16 B, fünftes Panel, goldene Pfeilköpfe). Da für NiV-F eine sehr 
effiziente Re-Endozytose von der PM berichtet ist (Diederich et al., 2012), könnte ein schneller 
Abtransport des NiV-F von den Cluster-Strukturen dessen Akkumulation verhindert haben (eventuell 
trotz einer möglicherweise transienten Kolokalisation).  
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass alle hier untersuchten viralen Oberflächenproteine 
sowohl im Hinblick auf den Endpunkt des Transports (VP40-reiche Membrancluster) als auch im 
Hinblick auf Zwischenschritte bei diesem Transport (MyoVb-positives Kompartiment) bestimmte 
Gemeinsamkeiten aufweisen. Diese Beobachtungen sprechen einerseits dafür, dass das Myosin Vb-
positive Recycling-System eine umfassendere Rolle im Transport und Assemblierungsprozess 
verschiedener Viren spielen könnte als bisher angenommen. Andererseits ist die Fähigkeit der 
verschiedenen Oberflächenproteine, mit MARV-VP40 zu assoziieren, ein Hinweis darauf, dass die 
Zusammenkunft von MARV-GP und MARV-VP40 an der PM eventuell keiner hochspezifischen 
Interaktion dieser beiden Proteine bedarf. Diese beiden Beobachtungen können daher interessante 
Ansatzpunkte für zukünftige Studien darstellen. 
 
5.4    Zusammenfassung 
Resümiert man die Ergebnisse dieser Arbeit, konnte im ersten Teil gezeigt werden, dass MARV-GP 
sowohl in transient transfizierten als auch in MARV-infizierten Zellen mit Markerproteinen des RE (TfR, 
GFP-Rab11) kolokalisiert. Ein Erreichen dieses Kompartiments über Re-Endozytose von der PM konnte 
ausgeschlossen werden, was für eine Rolle dieses Kompartiments im „biosynthetischen“ Transport 
zwischen dem Golgi-Apparat und der PM spricht. Im zweiten Teil konnte nachgewiesen werden, dass 
die im RE lokalisierte, kleine GTPase Rab11 keine essentielle funktionelle Bedeutung für den GP-
Transport besitzt und daher wohl nur eine Ko-Präsenz mit GP aufweist oder eine supportive Rolle 
besitzt, die durch alternative Rab-GTPasen ersetzt werden kann. Die funktionelle Ablation des 
endosomalen Recycling-Systems infolge der Überexpression einer DN Mutante von Myosin Vb führte 
hingegen zu einer intrazellulären Akkumulation von MARV-GP und zog einen verminderten GP-
Transport zur Oberfläche im Allgemeinen und zu VP40-reichen Clustern an der PM im Speziellen nach 
sich. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass dieser Transportschritt von wesentlicher 
Bedeutung für die Zusammenkunft von GP und VP40 an der PM und damit für eine korrekte 




Assemblierung neuer MARV-Partikel ist. Insgesamt zeigen die hier beschriebenen Resultate eine bisher 
unbekannte Rolle des Myosin Vb-assoziierten Recycling-Systems für den intrazellulären Transport von 
MARV-GP.





Das MARV besitzt mit dem Glykoprotein GP ein einziges Oberflächenprotein mit essentiellen 
Funktionen für den viralen Replikationszyklus. Um infektiöse Partikel zu generieren, ist es daher von 
zentraler Bedeutung für das Virus, dass GP von dem Ort seiner Synthese am rER zu den viralen 
„Budding-Sites“ an der PM gelangt und anschließend in neue Viruspartikel inkorporiert wird. Obwohl 
seit langem bekannt ist, dass GP zunächst dem klassischen sekretorischen Pfad über das ER und den 
Golgi-Apparat folgt, ist der Kenntnisstand über dessen post-Golgi-Transport stark limitiert. Das Ziel 
dieser Arbeit war daher, den Transport von MARV-GP zwischen dem Golgi-Apparat und der PM näher 
zu charakterisieren und dabei mögliche Transit-Kompartimente und zelluläre Wirtsfaktoren zu 
identifizieren, die diesen Prozess vermitteln. Aufgrund vorläufiger Ergebnisse aus vorangegangen 
Studien, sollte der Fokus dabei auf der Untersuchung einer potentiellen Rolle des endosomalen 
Recycling-Systems liegen. 
 
6.1    Die Kolokalisationsanalyse des Marburg Virus-Glykoproteins und zellulären 
Markerproteinen deutet auf einen Transit des Glykoproteins durch das 
endosomale Recycling-System 
Im ersten Teil dieser Arbeit wurde der post-Golgi-Transport von MARV-GP zunächst anhand einer 
konfokalmikroskopischen Analyse der intrazellulären Verteilung von GP untersucht. Dabei sollte 
mithilfe einer vergleichenden Kolokalisationsanalyse überprüft werden, ob die subzelluläre 
Lokalisation von GP Überlappungen mit bekannten endosomalen Markerproteinen aufweist. Um ein 
möglichst breites Spektrum an Markerproteinen abzudecken, wurden sowohl endogene Proteine 
mittels Antikörperfärbung angefärbt als auch GFP-gekoppelte Fusionsproteine von zellulären Rab-
GTPasen verwendet. Bei der Analyse zeigt sich, dass MARV-GP sowohl in transient transfizierten als 
auch in MARV-infizierten Zelle eine ausgeprägte Kolokalisation mit Markerproteinen des RE (TfR, GFP-
Rab11) aufwies (5.1.1 + 5.1.3). Die Überlagerung war nicht vollständig, aber deutlich stärker verglichen 
mit frühen (EEA1, GFP-Rab5) und späten Endosomen (LAMP1, LAMP2, GFP-Rab9), was für eine 
zumindest partielle Lokalisation von MARV-GP im endosomalen Recycling-System spricht. Der TfR 
wurde hier als Marker für RE verwendet, pendelt in der Realität jedoch zwischen der PM, frühen und 
Recycling Endosomen (Sheff et al., 1999; Mayle et al., 2012). Dennoch konnte nur eine sehr geringe 
Kolokalisation von GP und den frühendosomalen Markern EEA1 und GFP-Rab5 beobachtet werden, 
während die Überlagerung mit dem RE-Marker GFP-Rab11 ähnlich ausgeprägt war wie mit dem TfR. 
Tatsächlich legt eine Studie von Kobayashi und Fukuda nahe, dass der TfR präferentiell im RE und nur 
geringfügig in frühen Endosomen lokalisiert ist (Kobayashi und Fukuda, 2013). Die Ergebnisse stützen 




daher eine Kolokalisation von MARV-GP und dem TfR im RE. Interessanterweise spricht die o.g. Studie 
für die Existenz verschiedener Subpopulationen von RE, die von dem TfR, Rab11 bzw. ARF6 definiert 
werden. Darüber hinaus konnten bspw. Rab8-assoziierte, aber Rab11-negative Elemente innerhalb des 
Recycling-Systems identifiziert werden (Roland et al., 2007). Diese dem Recycling-System inhärente 
Dynamik und Heterogenität deutet darauf hin, dass die hier durchgeführte mikroskopische Analyse 
möglicherweise nur einen Teil der tatsächlichen Verknüpfung von MARV-GP mit diesem Kompartiment 
abbildet. 
Auch wenn die Kolokalisationsanalyse erste Hinweise auf die Lokalisation und Transportwege von 
MARV-GP gibt, ist deren Aussagekraft im Hinblick auf die tatsächliche biologische Bedeutung limitiert. 
Dies ist einerseits technisch bedingt, da die maximal erreichbare Auflösung eines konfokalen 
Mikroskops selbst unter Annahme optimaler Bedingungen lateral ca. 132 nm und axial ca. 344 nm 
beträgt (berechnet anhand der Halbwertsbreite der „Point Spread Fuction“ bei einer Wellenlänge von 
500 nm und einer numerischen Apertur von 1.4, McConnell et al., 2011), was nur unwesentlich 
unterhalb der Größe von Endosomen liegt (von Wangenheim et al., 2016). Daher ist es nicht 
auszuschließen, dass zwei in der Realität unterschiedliche Strukturen nicht aufgelöst werden können 
und damit als ein Objekt erscheinen. Weiterhin besteht die Möglichkeit, dass, selbst wenn die 
untersuchten Proteine in denselben zellulären Strukturen (ko-)lokalisieren, sie nicht miteinander 
interagieren bzw. funktionell nicht voneinander abhängen. Auch eine nur transiente oder von 
bestimmten raumzeitlichen Bedingungen abhängigen Kolokalisation ist denkbar. Gerade mit Blick auf 
das hier im Fokus stehende RE zeigt sich dies deutlich im Falle der beiden kleinen GTPasen Rab8 und 
Rab11. Auf der einen Seite kolokalisieren beide Proteine in kleinen Vesikeln, interagieren mit den 
gleichen Effektoren (Myosin Vb, Rabin8) und konnten gar als Teil einer Rab8-Rab11-regulierten 
Aktivierungskaskade bei der Ziliogenese identifiziert werden (Hattula et al., 2006; Roland et al., 2011; 
Knödler et al., 2010). Auf der anderen Seite wird in denselben Studien gezeigt, dass Rab8-positive 
tubuläre Strukturen existieren, die kein Rab11 enthalten, und auch im Komplex mit Myosin Vb 
regulieren beide Proteine teilweise distinkte Transportwege (Roland et al., 2007; 2011). Eine korrekte 
Einordnung und Interpretation dieser Ergebnisse hängt daher von weiteren funktionellen Studien ab, 
auf die im weiteren Verlauf dieses Kapitels noch eingegangen wird. 
 
Eine weitere Auffälligkeit bei der Analyse der GP-Verteilung war, dass vor allem in transfizierten Zellen 
verschiedene Populationen von GP-haltigen Vesikeln auftraten. Regelmäßig zu beobachten waren 
dabei in Relation zu der Mehrzahl an GP-positiven Strukturen deutlich vergrößerte Vesikel mit einer 
klaren sphärischen Morphologie (Abb. 5.1). Diese zeigten keine Kolokalisation mit GFP-Rab11, sondern 
waren oft von einem zirkulären GFP-Rab9-Signal umschlossen. Weiterhin konnte bei diesen Vesikeln 
häufig eine Assoziation mit LAMP1 oder LAMP2 beobachtet werden und auch Versuche mit einem 




GFP-gekoppelten Rab7 deuten auf einen spätendosomalen bzw. lysosomalen Charakter dieser Vesikel 
(Luzio et al., 2007; Bandyopadhyay et al., 2014). Dass diese Strukturen deutlich seltener in MARV-
infizierten Zellen beobachtet wurden, könnte damit zusammenhängen, dass während einer Infektion 
die Expression der Proteine durch den mRNA-Gradienten bei der viralen Transkription (Mühlberger et 
al., 2007) deutlich regulierter verläuft als bei einer Plasmid-basierten Überexpression und darüber 
hinaus die viralen Proteine ständig in neue Partikel inkorporiert werden, die die Zelle verlassen. Daher 
könnte es sich bei diesen Strukturen um späte Endosomen bzw. Lysosomen handeln, in denen 
überschüssiges GP degradiert wird. Zur Aufklärung, ob es sich bei diesen Vesikeln um ein degradatives 
oder doch ein Transportkompartiment handelt, könnte in zukünftigen Experimenten z.B. der Einfluss 
von Inhibitoren des lysosomalen Abbaus wie Chloroquin oder Leupeptin (Beispiel in Qin et al., 2003) 
auf die Expression und Verteilung von GP untersucht werden. 
 
Die Ausgangsthese dieser Arbeit war, dass der post-Golgi-Transport von MARV-GP mit dem 
endosomalen Recycling-System verknüpft ist. Die Daten der Kolokalisationsanalyse scheinen diese 
These zu stützen. Da es sich bei dem Recycling-System allerdings um ein intermediäres Kompartiment 
handelt, in dem biosynthetische und endozytotische Transportrouten zusammenlaufen (Ang et al., 
2004; Ellis et al., 2006; Taguchi, 2013; Goldenring, 2015), lassen diese statischen Aufnahmen der 
Lokalisation keine Aussage darüber zu, über welchen Weg das GP in dieses Kompartiment gelangt. Für 
einige virale Proteine wie dem F-Protein des NiV oder dem env-Protein des HIV-1 ist gezeigt, dass sie 
nach dem primären Erreichen der PM mittels Endozytose re-internalisiert werden und erst 
anschließend RE passieren (Diederich et al., 2012; Weis und Maisner, 2015; Kirschman et al., 2018). 
Mithilfe eines Antikörper-Aufnahme Assays wurde daher untersucht, ob MARV-GP ebenfalls eine Re-
Endozytose zeigt und eventuell über diesen Schritt das RE erreicht (Abb. 5.2). Während für das 
Kontrollprotein NiV-F die zuvor berichtete effiziente Endozytose bestätigt wurde, konnte kein 
internalisiertes MARV-GP detektiert werden. Parallel zu ähnlich aufgebauten Experimenten (Vogt et 
al., 2005; Diederich et al., 2012) sah das Protokoll einen Internalisierungszeitraum von 30 min vor, 
wodurch nicht ausgeschlossen werden kann, dass ein kleiner Teil des GP über einen längeren Zeitraum 
hinweg doch re-endozytiert wird. Allerdings konnte bei Vogt und Kollegen neben der effizienten, 
Signal-basierten Endozytose des NiV-F auch das deutlich langsamer, über eine kontinuierlich 
ablaufende „bulk-“ Endozytose internalisierte NiV-G nach 30 min bereits im Inneren der Zelle 
nachgewiesen werden (Vogt et al., 2005). Im Gegensatz dazu zeigt MARV-GP innerhalb dieses 
Zeitraums überhaupt keine Endozytose-Aktivität, was einen Transport in das Recycling-System über 
eine Re-Endozytose sehr unwahrscheinlich erscheinen lässt. Eine solche Exklusion von jeglicher 
Endozytose ist bereits für das HA des IAV gezeigt, das in seiner TMD Informationen für die Retention 
an der PM besitzt (Lazarovits et al., 1996). Vor dem Hintergrund, dass sowohl im Falle von MARV-GP 




als auch von IAV-HA die TMD jeweils eine wichtige Rolle für den korrekten intrazellulären Transport 
spielt und zudem beide Proteine apikal sortierte Typ I-Transmembranproteine darstellen (Lin et al., 
1998; Sänger et al., 2001; Mittler et al., 2007), ist denkbar, dass beide Proteine eine ähnliche Strategie 
zur Verhinderung einer Re-Endozytose entwickelt haben. Parallel zu der o.g. Studie von Lazarovits und 
Kollegen könnte die Generation von GP-Chimären mit verschiedenen TMD und/oder CD von fremden 
Proteinen mit bekannter Endozytose-Aktivität eine nähere Analyse dieser Mechanismen ermöglichen. 
 
Insgesamt können die Kolokalisationsanalysen von MARV-GP und endosomalen Markerproteinen als 
erster Hinweis auf eine tatsächliche Lokalisation von GP im endosomalen Recycling-System gewertet 
werden. Darüber hinaus konnte ausgeschlossen werden, dass MARV-GP über eine Re-Endozytose in 
dieses Kompartiment gelangt. 
 
6.2    Die funktionelle Ablation des Myosin Vb-assoziierten endosomalen 
Recycling-Systems inhibiert den Oberflächentransport des Marburg Virus-
Glykoproteins 
Um zu überprüfen, ob tatsächlich ein Transit von MARV-GP durch das endosomale Recycling-System 
stattfindet, wurde dieses Kompartiment mithilfe einer Überexpression der DN wirkenden „Tail“-
Mutante von Myosin Vb funktionell blockiert. Beim Myosin Vb handelt es sich um ein Aktin-basiertes 
Motorprotein und einen Schlüsselfaktor des endosomalen Recycling-Systems, das in polarisierten 
Zellen im ARE lokalisiert ist (Lapierre et al., 2001). Myosin Vb besitzt eine bedeutende Rolle bei dem 
Transport, insbesondere apikal sortierter Proteine, zur PM und operiert, ähnlich wie sein Paralog 
Myosin Va, vermutlich hauptsächlich an kortikalen Aktin/Tubulin-Konnexionspunkten, wo es Tubulin-
abhängige Vesikel am Aktin-Kortex arretiert, um letztlich den Weitertransport zur PM zu vermitteln 
(Lapierre et al., 2001; Desnos et al., 2007; Wang et al., 2008; Provance et al., 2008; Kapitein et al., 
2013). Aufgrund der zentralen Rolle von Myosin Vb im RE ist die Überexpression des DN MyoVb Tail 
daher eine häufig genutzte Technik zur Überprüfung eines Transports durch das Recycling-System / 
ARE (s. Lapierre et al., 2005: „Expression of myosin Vb tail represents a powerful provocative test for 
the trafficking of cargoes through Rab11-containing plasma membrane recycling systems.“). Beispiele 
für zelluläre Proteine, deren Transport über RE mithilfe der MyoVb Tail-Mutante untersucht wurden, 
sind u.a. der TfR, de novo synthetisiertes gp135, das zelluläre Glykoprotein MUC1 (Lapierre et al., 2001; 
Mattila et al., 2009; Stoops et al., 2016) und im virologischen Kontext die Freisetzung des RSV sowie 
der Transport von Nukleokapsiden des hPIV1 und des SeV bzw. des vpu-Proteins von HIV-1 (Brock et 
al., 2003; Varthakavi et al., 2006; Stone et al., 2016). 
 




In der vorliegenden Arbeit führte die Überexpression von MyoVb Tail zu einer aberranten Verteilung 
von MARV-GP in der IFA, das gemeinsam mit MyoVb Tail-positiven Aggregationen in der perinukleären 
Region akkumulierte und dabei eine verminderte periphere Lokalisation aufwies (5.2.3). Mithilfe von 
quantitativen Analysen der GP-Oberflächenexpression (IFA und OBA) konnte gezeigt werden, dass die 
Überexpression von MyoVb Tail eine signifikante Verringerung der Oberflächenlevel von GP nach sich 
zog (5.2.5 + 5.2.6). Dabei waren diese Effekte spezifisch für das MyoVb Tail, da die DN Tail-Mutante 
des vor allem in sekretorischen Granula lokalisierten Myosin Vc (Rodriguez und Cheney, 2002) keinen 
Einfluss auf die Verteilung und die Oberflächenexpression von MARV-GP hatte. Das ebenfalls getestete 
DN MyoVa Tail führte zwar ebenfalls zu einer partiellen perinukleären Akkumulation von GP, jedoch 
konnte in den quantitativen Analysen kein Effekt auf die Oberflächenexpression festgestellt werden. 
Dies könnte mit der im Vergleich zu MyoVb und MyoVc Tail schwächeren Expression von MyoVa Tail 
zusammenhängen, sodass ein Zusammenhang von Myosin Va und dem GP-Transport nicht mit 
Sicherheit ausgeschlossen werden kann.  
Der Mechanimus des DN Phänotyps der Tail-Mutanten der Myosin V-Familie basiert auf einer 
deletierten Motordomäne, wodurch diese Proteine ihren spezifischen Cargo nur noch binden, aber 
nicht mehr über das Zytoskelett transportieren können (Hammer und Sellers, 2012). In der Folge bilden 
sich die oben beschriebenen perinukleären Aggregate, die als kollabierte Membranzisternen, 
bestehend aus den funktionell defekten Myosinen sowie ihrem Cargo, beschrieben worden sind 
(Roland et al., 2011). Im Einklang mit diesen Beschreibungen konnte in der vorliegenden Arbeit anhand 
der Färbung von verschiedenen zellulären Markerproteinen bestätigt werden, dass ausschließlich 
Proteine aus dem RE und keine Golgi-assoziierten oder früh- bzw. spätendosomalen Faktoren in den 
MyoVb Tail-Aggregaten eingeschlossen werden (5.2.4). Vor diesem Hintergrund ist die Beobachtung, 
dass die Expression des DN MyoVb eine so deutliche Umverteilung von MARV-GP zu den perinukleären 
Aggregaten bei einer gleichzeitigen Inhibition des Oberflächentransports bewirkt, nur dadurch zu 
erklären, dass der Transport von MARV-GP zur Zelloberfläche durch das Myosin Vb-positive Recycling-
System verläuft. Im Gegensatz zu MARV-GP hatte die Expression des MyoVb Tail weder einen Effekt 
auf die Verteilung von MARV-NP noch von MARV-VP40, was im Einklang steht mit der bisherigen 
Annahme, dass die Transportwege von GP, VP40 und Nukleokapsiden im Wesentlichen separiert 








6.3    Zelluläre Transportregulatoren des endosomalen Recycling-Systems im 
Zusammenspiel mit dem Marburg Virus-Glykoprotein 
6.3.1    Die Rolle des Motorproteins Myosin Vb für den Transport des Marburg Virus 
Glykoproteins 
Anhand der funktionellen Ablation des Myosin Vb-assoziierten Recycling-Systems konnte gezeigt 
werden, dass MARV-GP durch dieses Kompartiment zur Zelloberfläche transportiert wird. Neben 
dieser generellen Aussage stellt sich allerdings die Frage, welche zellulären Transportregulatoren auf 
Proteinebene den GP-Transport in diesem Kompartiment vermitteln. Zwar konnte gezeigt werden, 
dass das DN MyoVb Tail den Transport von GP am RE hemmt, jedoch werden weitere Versuche 
benötigt, um eine direkte Rolle des funktionellen Myosin Vb nachzuweisen. Um den direkten Ko-
Transport von MARV-GP und Myosin Vb zu visualisieren, sollten zukünftig Lebendzell-mikroskopische 
Experimente mit einer humanen Variante des Myosin Vb durchgeführt werden. In diesem Fall könnte 
zudem mithilfe der TIRF- („total internal reflection fluorescence“) Mikroskopie, die selektiv die 
Visualisierung der PM sowie PM-naher Bereiche zulässt (Fish, 2009), das Zusammenspiel von Myosin 
Vb und GP-haltigen Vesikeln bei der Beförderung zur PM näher untersucht werden. Komplettiert 
werden sollten diese Experimente mit einer Depletion (sowie einem anschließenden „Rescue“) des 
endogenen Myosin Vb, um eine direkte Funktion beim Transport von MARV-GP nachzuweisen.  
 
6.3.2    Die Rolle der kleinen GTPase Rab11 für den Transport des Marburg Virus 
Glykoproteins 
Rab-GTPasen („Ras-related proteins in brain“) stellen eine evolutionär konservierte Familie 
monomerer G-Proteine in der Ras-Superfamilie dar. Sie sind in der Zelle abhängig von ihren Effektoren 
an spezifischen Membranen lokalisiert und zirkulieren zwischen subzellulären Kompartimenten, wobei 
sie zwischen einer inaktiven GDP- und einer aktiven GTP-gebundenen Form interkonvertieren und 
dabei als eine Art molekularer Schalter zelluläre Transportprozesse koordinieren (Pfeffer und Aivazian, 
2004; Stenmark, 2009; Bhuin und Roy, 2014). Das ubiquitär exprimierte Rab11 ist vor allem im 
endosomalen Recycling System (in polarisierten Zellen im ARE) lokalisiert und steuert den Transport 
von endozytotischem, aber auch sekretorischem Cargo durch das RE zur PM (Urbé et al., 1993; Ullrich 
et al., 1996; Welz et al., 2014). Ein wichtiges Effektorprotein ist dabei das Aktin-assoziierte 
Motorprotein Myosin Vb, dessen Motorfunktion primär durch Rab11 gesteuert wird (Roland et al., 
2011; Schäfer et al., 2014; Ji et al., 2019). Rab11-vermittelte Transportrouten werden von 
verschiedensten Cargomolekülen genutzt, darunter u.a. die zellulären Proteine E-Cadherin, TfR, 
Rhodopsin und das Sialomuzin Endolyn (Ullrich et al., 1996; Cresawn et al., 2007; Desclozeaux et al., 




2008; Thuenauer, 2014) sowie virale Komponenten wie die RNP-Komplexe des IAV oder das NiV-F 
(Momose et al., 2011; Diederich et al., 2012). Zudem gibt es Berichte, dass verschiedene apikale 
Transportrouten generell über Rab11-positive Endosomen verlaufen (Cramm-Behrens et al., 2008). 
 
Da MARV-GP in konfokalmikroskopischen Aufnahmen eine ausgeprägte Kolokalisation mit Rab11 
zeigte, wurde untersucht, ob dieser zelluläre Transportregulator auch eine funktionelle Rolle für die 
Beförderung von GP besitzt. Zunächst wurde mittels Lebendzellmikroskopie analysiert, ob ein Ko-
Transport von GP- und Rab11-haltigen Vesikeln beobachtet werden kann. Diese Technik bildet im 
Gegensatz zu fixierten Zellen wie in der Kolokalisationsanalyse die ganze Dynamik lebender Zellen ab 
und wurde bspw. erfolgreich für die Untersuchung des gemeinsamen Transports von IAV-
Nukleokapsiden und Rab11 oder MARV-Nukleokapsiden und Myosin10 verwendet (Amorim et al., 
2011; Schudt et al., 2013). In dieser Arbeit konnte zwar ein Ko-Transport eines mCherry-gekoppelten 
MARV-GP und GFP-Rab11 beobachtet werden (Abb. 5.6), was zeigt, dass GP und Rab11 nicht nur 
kolokalisieren, sondern tatsächlich auch in denselben Strukturen längere Strecken in der Zelle 
zurücklegen können. Allerdings war dieses Ereignis eher selten zu beobachten und der Großteil der 
GP- und Rab11-Vesikel bewegten sich separiert voneinander. 
Wie ist diese Diskrepanz zu den den Kolokalisationsanalysen in 5.1.1 und 5.1.3 zu erklären? Ein 
bedeutender Unterschied zwischen beiden diesen Experimenten war der technische Hintergrund, 
denn während für die Kolokalisationsanalyse ein konfokales Laser-Scanning Mikroskop verwendet 
wurde, stand für die Lebendzellaufnahmen nur ein Weitfeld-Mikroskop zur Verfügung, das im 
Vergleich ein deutlich schlechteres Auflösungsvermögen zeigt. Dadurch konnten zwar starke 
Fluoreszenzsignale, die im Falle des GP vor allem im perinukleären Bereich und in großen, sphärischen 
Vesikeln auftraten, gut detektiert werden, aber gerade kleinere, punktförmige Strukturen konnten oft 
nur schwer aufgelöst werden. Wie in 6.1 diskutiert, waren es aber gerade diese kleineren Strukturen 
und nicht die großen, sphärischen Vesikel, die in konfokalen Aufnahmen eine Kolokalisation mit Rab11 
zeigten. Es könnte also durchaus sein, dass die häufigere Beobachtung des GP/Rab11-Ko-Transports 
durch technische Limitierungen verhindert wurde. In Zukunft sollte daher zur Untersuchung des Ko-
Transports von GP und zellulären Regulatoren ein konfokales Lebendzellmikroskop verwendet werden. 
Eine weitere mögliche Erklärung für die geringe Assoziation in der Lebendzellmikroskopie könnte mit 
der Proteinstruktur des mCherry-gekoppelten GP zusammenhängen. Im Gegensatz zu der 
Kolokalisationsanalyse, in der ein unverändertes MARV-GP mittels indirekter Antikörperfärbung 
detektiert wurde, musste in der Lebendzellmikroskopie auf ein rekombinantes, autofluoreszierendes 
GP zurückgegriffen werden, dessen MLD durch das Fluorophor mCherry ersetzt wurde. Zwar konnte 
gezeigt werden, dass diese Substitution keinen Einfluss auf die Fähigkeit des GP hat, zur Oberfläche zu 
gelangen und in neue Partikel inkorporiert zu werden (Mittler, Schudt, Halwe et al., 2018), doch ist 




nicht klar, ob die MLD eventuell doch auf subzellulärer Ebene die Vesikel determiniert, die für diesen 
Transport zur Oberfläche genutzt werden. In der MLD ist der überwiegende Teil der O-Glykane sowie 
ungefähr die Hälfte der N-Glykane von MARV-GP konzentriert und sowohl O- als auch N-Glykane sind 
bekannte Transportsignale für apikal sortierte Proteine, zu denen auch MARV-GP zählt (Sänger et al., 
2001; Potter et al., 2006). In der Literatur finden sich für beide dieser Glykosylierungsmuster Beispiele, 
in denen eine Aberration die apikale Lokalisation, aber nicht den Oberflächentransport an sich 
blockierte. So führte die Trunkierung der O-glykosylierten „Stalk“-Domänen des apikalen p75 
Neurotrophin-Rezeptors oder des Bürstensaumenzyms Sucrase-Isomaltase (SI) ebenso zu einem 
fehlerhaften Transport zur basolateralen Membran wie die Mutation zweier spezifischer N-
Glykosylierungsstellen des membranverankerten Endolyn (Yeaman et al., 1997; Jacob et al., 2000; 
Potter et al., 2004). Im Falle des Endolyns resultierte diese Fehlsortierung aus einem zusätzlichen, 
schwächeren basolateralen Transportsignal in der CD, das infolge der Deletion der N-Glykane zum 
primären Transportsignal wurde (Ihlke et al., 2001; Potter et al., 2004). Auch die SI besitzt ein zweites 
Sortierungssignal in der TMD, das ebenso wie die O-Glykane für den korrekten Transport erforderlich 
ist (Jacob et al., 2000). Es ist nicht bekannt, welche Rolle die N- und O-Glykane für die Sortierung von 
MARV-GP spielen, jedoch besitzt das GP mit der TMD mindestens ein weiteres Sortierungssignal 
(Mittler et al., 2007). Welche Rolle im Detail den N- und O-Glykanen insgesamt und der MLD im 
Besonderen für die Sortierung und subzelluläre Lokalisation des MARV-GP zukommt, bleibt in weiteren 
Studien aufzuklären. Bis diese Fragen eindeutig geklärt sind, wäre für die Untersuchung der 
intrazellulären Transportrouten von MARV-GP mittels Lebendzellmikroskopie die Verwendung eines 
autofluoreszierenden GP inklusive der MLD eine alternative Lösung mit höherer Aussagekraft. 
Um eine belastbare Aussage über die funktionelle Bedeutung von Rab11 für den Transport von MARV-
GP zu treffen, wurde daher zusätzlich untersucht, welchen Einfluss die Überexpression von DN bzw. 
KA Rab11-Mutanten oder eine siRNA-vermittelte Depletion von Rab11 auf die Verteilung und die 
Oberflächenexpression des GP besitzt (5.2.2). Im Falle der DN/KA Rab11-Mutanten konnte zwar eine 
Kolokalisation von GP und den Rab11-Mutanten beobachtet werden, jedoch war die GP-Verteilung 
nicht erheblich verändert. Dies könnte daran gelegen habe, dass die Effekte aufgrund des noch immer 
präsenten endogenen Rab11 zu gering waren, als dass sie bei reiner Betrachtung der Verteilung im 
Mikroskop aufgefallen wären. Auch stellen neuere Erkenntnisse die molekularen Mechanismen dieser 
Mutanten im Zusammenspiel mit ihren jeweiligen Effektoren infrage, sodass die Ergebnisse mit diesen 
Mutanten nur mit Vorsicht interpretiert werden sollten (Langemeyer et al., 2014; kommentiert von 
Nottingham und Pfeffer, 2014). Andererseits finden sich besonders für die Rab11-Mutanten eine 
Vielzahl an Studien, die einen Effekt auf das Zielprotein nachweisen konnten (Beispiele in Ullrich et al., 
1996; Ren et al., 1998; Cramm-Behrens et al., 2008). Diese Ergebnisse sollten daher durch eine siRNA-
vermittelte Depletion des endogenen Rab11 bestätigt werden. Hier zeigte sich, dass sich auch die 




Rab11-Depletion weder auf die Verteilung des GP in der IFA noch auf die Oberflächenlevel im OBA 
auswirkte. Dies spricht dafür, dass Rab11 keine essentielle funktionelle Bedeutung für den Transport 
von GP besitzt, sondern entweder nur eine Ko-Präsenz von Rab11 und GP in denselben Strukturen 
vorliegt (s. 5.1) oder Rab11 eine supportive Rolle zukommt, die im Falle einer Depletion von einer 
alternativen Rab-GTPase übernommen werden kann. Dies wirft die Frage auf, welche zellulären 
Faktoren dann an der Vermittlung des Transports von GP beteiligt sind. Im endosomalen Recycling-
System sind noch eine Reihe weiterer Rab-GTPasen beschrieben, die in diesem Kompartiment 
Transportprozesse steuern. Die Rab11-Familie besteht bspw. aus insgesamt drei Vertretern, Rab11A, 
Rab11B und Rab25/Rab11C (in der Folge nur noch Rab25 genannt), die allesamt nicht nur mit dem 
endosomalen Recycling-System assoziiert sind, sondern auch direkt mit Myosin Vb interagieren (Ullrich 
et al., 1996; Casanova et al., 1999; Schlierf et al., 2000; Lapierre et al., 2001). Während Rab11B 
ebenfalls infolge der siRNA-Behandlung herunterreguliert wurde (Abb. 5.8 B), ist nicht bekannt, welche 
Auswirkungen diese auf Rab25 hatte. Vor allem vor dem Hintergrund der nachgewiesenen direkten 
Interaktion mit Myosin Vb ist es theoretisch denkbar, dass Rab25 und nicht Rab11A bzw. Rab11B den 
GP-Transport reguliert oder dass Rab25 die Funktionen des depletierten Rab11A und Rab11B 
kompensiert.  
Weiterhin muss bedacht werden, dass bestimmten zellulären Faktoren in polarisierten und 
unpolarisierten Zellen teilweise unterschiedliche Funktionen zugewiesen sind. So besitzt Rab11 bspw. 
eine zentrale Bedeutung für den Transport von MeV- und MuV-Nukleokapsiden zur apikalen Membran 
in polarisierten Zellen, ist jedoch in unpolarisierten Zellen absolut entbehrlich für die Beförderung der 
Nukleokapside zur PM (Nakatsu et al., 2013). Auch im Falle des MARV-GP-Transports ist es möglich, 
dass Rab11 in den hier verwendeten unpolarisierten Zellen keine essentielle Funktion besitzt, aber für 
den apikalen Transport in polarisierten Zellen, eventuell im Zusammenspiel mit Myosin Vb, hingegen 
benötigt wird. 
 
6.3.3    Alternative Rab-GTPasen im endosomalen Recycling-System mit einer möglichen 
Funktion für den Transport des Marburg Virus Glykoproteins 
Welche anderen Rab-GTPasen sind im endosomalen Recycling-System lokalisiert und könnten 
möglicherweise anstelle von Rab11 die Regulation des GP-Transports über dieses Kompartiment 
vermitteln? Ein alternativer Kandidat wäre gewiss das Rab8, das wie Rab11 ebenfalls mit Myosin Vb 
interagiert (Roland et al., 2007). Für Rab8 wurde bereits gezeigt, dass es partiell mit Rab11 in den 
gleichen Strukturen im endosomalen Recycling-System kolokalisiert, teilweise aber auch in Rab11-
negativen Regionen zu finden ist (Hattula et al., 2006; Roland et al., 2007; 2011). Diese Strukturen 
weisen häufig eine eher tubuläre Morphologie auf und beherbergen weitere zelluläre 
Transportregulatoren wie EHD1 oder ARF6 (Roland et al., 2007). Im Hinblick auf polarisierte Zellen sind 




sowohl Studien zu finden, die Rab8 mit dem Transport zur basolateralen Membran in Verbindung 
bringen (Huber et al., 1993; Ang et al., 2003; Henry und Sheff, 2008), als auch Studien, die eine 
Beteiligung von Rab8 beim apikalen Transport zeigen (Sato et al., 2007; 2014; Vogel et al., 2017). Für 
eine Beteiligung von Rab8 spricht, dass GP und GFP-gekoppeltes Rab8 eine zumindest partielle 
Kolokalisation zeigen (Halwe, 2014), GFP-Rab8 auch in den durch MARV-VP40-induzierten Clustern an 
der PM akkumuliert (Abb. 5.3) und dass Rab8 eine wichtige Rolle bei der Ausbildung von zellulären 
Protrusionen zukommt, an denen das MARV letztendlich freigesetzt wird (Hattula et al., 2006; 
Kolesnikova et al., 2007b). Gegen eine Beteiligung von Rab8 spricht, dass parallel zu Rab11 kein starker 
Effekt der DN und KA Rab8-Mutanten auf die GP-Verteilung beobachtet werden konnte (Halwe, 2014). 
Roland und Kollegen haben darüber hinaus postuliert, dass Rab8 zwar eine wichtige Funktion in 
Kombination mit Myosin Vb ausübt, der wichtigste Regulator von Myosin Vb aber das Rab11 ist (Roland 
et al., 2011). Einen besseren Einblick in die Funktion von Rab8 für den Transport von MARV-GP sollte 
eine siRNA-vermittelte Depletion von Rab8 sowie auch eine kombinierte Depletion von Rab8 und 
Rab11 liefern können. Eine andere Möglichkeit, um das Zusammenspiel von Myosin Vb, Rab8 bzw. 
Rab11 und MARV-GP eingehender zu untersuchen, wäre die Verwendung von MyoVb Tail-Mutanten, 
die durch die Einführung von Punktmutationen nur noch mit Rab8 oder Rab11 interagieren können 
(Roland et al., 2011). In der genannten Publikation verlor die Rab8-bindungsdefiziente MyoVb Tail-
Mutante ihre Fähigkeit, mit dem Tfn-Recycling zu interferieren, woraus die Autoren schlossen, dass 
das Tfn-Recycling durch Rab11 und nicht durch Rab8 gesteuert wird. Parallel könnte man so 
untersuchen, ob eine der MyoVb Tail-Bindungsmutanten nicht mehr in der Lage ist, den Transport von 
MARV-GP zu blockieren. Rab8 besteht zudem aus zwei Isoformen, Rab8A und Rab8B, wobei über das 
letztere weniger bekannt ist (Armstrong et al., 1996). Rab8B scheint ebenso wie Rab8A an der 
Regulation des apikalen Transports beteiligt zu sein (Sato et al., 2014). Allerdings zeigt Rab8B im 
Gegensatz zu Rab8A keine Interaktion mit Myosin Vb (Roland et al., 2007). 
Eine weitere Rab-GTPase, die eine Rolle im biosynthetischen und Recycling-Transport von apikalen 
Proteinen besitzt, ist das Rab14 (Junutula et al., 2004; Kitt et al., 2008). Es ist nicht bekannt, ob Rab14 
mit Myosin Vb interagiert, allerdings wurde bereits eine Interaktion mit Myosin Va sowie bekannten 
Rab11-Effektoren der Klasse I Rab11-FIP-Familie gezeigt, was dafür spricht, dass Rab11 und Rab14 sehr 
ähnliche Bereiche des intrazellulären Transports steuern (Kelly et al., 2009; Lindsay et al., 2013). Für 
Rab14 wurde zudem eine substanzielle Funktion im Transport des env-Proteins von HIV-1 
nachgewiesen (Qi et al., 2008; Kirschman et al., 2018), sodass Rab14 als interessanter Kandidat auch 
für den Transport von MARV-GP erscheint. Darüber hinaus sind mit Rab10 und Rab13 zwei weitere RE-
assoziierte Rab-GTPasen zu nennen, die ebenfalls eine Akkumulation in den VP40-Clustern zeigten 
(Abb.). Rab10 ist vor allem im Hinblick auf den Transport von GLUT4-Vesikeln zur PM beschrieben und 




kann ebenfalls direkt mit Myosin Vb interagieren (Roland et al., 2009), während das Rab13 in 
polarisierten Zellen den Transport vom TGN zum RE reguliert (Nokes et al., 2008). 
Im Zuge der Infektion nehmen viele Viren über bisher meist noch nicht im Detail verstandene 
Mechanismen Einfluss auf die Expression von Wirtszellgenen, um z.B. die Produktion proviraler 
Faktoren zu fördern und die antiviraler Proteine zu reduzieren. Aufgrund der Bedeutung dieser 
differentiellen Regulation des Wirtszellproteoms durch Viren sind in den letzten Jahren einige Studien 
durchgeführt worden, um die virale Regulation von Wirtszellgenen durch eine Hochdurchsatz-
Transkriptom-Analyse (RNA-Seq) näher zu untersuchen (Wang et al., 2014; Park et al., 2015; Hölzer et 
al., 2016). In einer unserer bisher unveröffentlichten Studien wurde dabei der Fokus auf 
Veränderungen im Wirtstranskriptom von humanen primären proximalen Tubuluszellen (PTC) in Folge 
einer MARV-Infektion gelegt (Referenz: Dr. Benjamin Koch, Johann Wolfgang Goethe-Universität 
Frankfurt am Main). Da eine Hochregulation von bestimmten Genen ein Indiz dafür sein kann, dass das 
Virus das entsprechende Genprodukt für bestimmte Schritte in seinem Replikationszyklus benötigt, 
wurde die Datenbank aus der Transkriptom-Analyse in MARV-infizierten PTC nach 
Transportregulatoren durchsucht, die eine mögliche Funktion beim Transport von MARV-GP durch das 
endosomale Recycling-System haben könnten. In Abb. 6.1 sind einige dieser vorläufigen Ergebnisse 
dargestellt. Tatsächlich weisen einige der hier diskutierten Proteine erhöhte mRNA-Level auf, 
insbesondere 40 h nach Infektion mit dem MARV. So zeigt bspw. das Myosin Vb mehr als doppelt so 
hohe mRNA-Level 40 h nach Infektion im Vergleich zu uninfizierten Kontrollzellen, während bspw. das 
Myosin Va nicht hochreguliert ist. Dieser Effekt für Myosin Vb korreliert sehr gut mit der in dieser 
Arbeit gezeigten Rolle des Myosin Vb-assoziierten Recycling-Systems für den Transport von MARV-GP 
und ist ein Indiz für eine mögliche direkte Funktion von Myosin Vb. Mit Blick auf die weiteren Faktoren 
fällt auf, dass Rab8A und Rab11A, die beiden am besten beschriebenen Interaktionspartner von 
Myosin Vb, kaum eine Veränderung aufweisen. Die zweite Isoform von Rab8, das Rab8B, erfährt 
hingegen fast eine Verdopplung der mRNA-Transkripte. Auch wenn Rab8B nicht mit Myosin Vb 
interagiert (Roland et al., 2007), stellt es sicherlich einen interessanten Kandidaten dar, der in der 
Zukunft näher untersucht werden sollte. Für das WNV konnte bspw. bereits eine spezifische Funktion 
von Rab8B für den Transport der Viruspartikel vom RE zur PM gezeigt werden (Kobayashi et al., 2016). 
Auch das Rab14, das den Transport von HIV-env über das RE vermittelt, weist höhere mRNA-Mengen 
in MARV-infizierten Zellen auf. Weiterhin zeigen auch diverse Rab11-FIP-Proteine (Rab11-FIP2, -FIP4, 
-FIP5) mit bekannten Funktionen im endosomalen Recycling-System eine zumindest moderate 
Hochregulation (Machesky, 2019). Insbesondere das Rab11-FIP2 ist dabei als direkter 
Interaktionspartner von Myosin Vb von besonderem Interesse, dessen Rolle für den Transport von 
MARV-GP z.B. durch die Überexpression der gut etablierten DN Mutanten überprüft werden könnte 
 






 (Hales et al., 2002; Schäfer et al., 2014; Ji et al., 2019). Eine weitere Hochregulation ist bei EHD3 und 
EHD4 zu beobachten, die mit Recycling-Schritten sowohl im frühen Endosom als auch im RE in 
Verbindung gebracht werden (Naslavsky und Caplan, 2011). 
 
6.4    Der Transport des Marburg Virus-Glykoproteins in Anwesenheit des 
Matrixproteins VP40 
Die Freisetzung des MARV wird vermittelt durch das Matrixprotein VP40, das an der PM zu einer 
dichten Matrix oligomerisiert und über eine „Late Domain“ Komponenten des zellulären ESCRT-
Komplexes zu den Freisetzungsstellen rekrutiert (Urata et al., 2007; Urata und Yasuda, 2010). Darüber 

















Abb. 6.1:  Analyse der differentiellen Expression von 20 ausgewählten Genen mit Funktionen im endosomalen   
  Recycling-System nach Infektion mit dem MARV. 
Heat Map der differentiellen Expression von Genen mit Funktionen im endosomalen Recycling-System in MARV-infizierten 
humanen primären proximalen Tubuluszellen (PTC). Humane PTC wurden mit MARV infiziert und 20 bzw. 40 hpi geerntet. 
Anschließend wurde die zelluläre mRNA isoliert und die differentielle Expression mittels DESeq2-Analyse kalkuliert. Dabei 
wurde die Expression in den MARV-infizierten Zellen mit einer uninfizierten 40h-Kontrollprobe verglichen. Die angegebenen 
Werte repräsentieren die log2-skalierte x-fache Veränderung der Expressionslevel (bspw. steht ein Wert von 1 für eine 
Verdopplung). Zur besseren Visualisierung sind die Zahlenwerte mit einem Farbcode unterlegt (Legende auf der rechten 
Seite). 




zu den „Budding-Sites“, um deren anschließende Inkorporation in die naszierenden Virionen zu 
gewährleisten (Kolesnikova et al., 2004b; 2007; Mittler et al., 2007; 2013; Dolnik et al., 2010; 
Kolesnikova et al., 2012; Schudt et al., 2013). Ein wichtiges Sortierungssignal für die Umverteilung von 
MARV-GP zu den VP40-reichen Bereichen und die Inkorporation in neue Virionen ist dabei die TMD 
des GP (Mittler et al., 2007). 
 
Die Redistribution von GP kann sehr gut in transient transfizierten Zellen nachgestellt werden, in denen 
das VP40 großflächige, periphere Cluster bildet, in denen das GP akkumuliert (Kolesnikova et al., 
2004b; Mittler et al., 2007; 2013). Aufgrund der Funktion der VP40-reichen Membranregionen als 
finale Ziele des mutmaßlich mit RE verknüpften GP-Transports wurde in 5.1.2 untersucht, ob auch 
diese VP40-Cluster mit RE assoziiert sind. Von den getesteten GFP-gekoppelten Rab-GTPasen zeigten 
alle, für die eine Lokalisation in RE gezeigt ist, ebenfalls eine Akkumulation in den VP40-Clustern, 
während dies für keine der früh- bzw. spätendosomalen Rab-GTPasen beobachtet werden konnte 
(Abb. 5.3). Diese Umverteilung der RE-assoziierten Rab-GTPasen war nicht abhängig von der 
Expression von MARV-GP, sondern wurde allein durch die Anwesenheit des VP40 induziert. Diese 
Ergebnisse sprechen dafür, dass die VP40-reichen Bereiche an der PM als die finalen Zielorte des 
Transports von MARV-GP mit Komponenten des endosomalen Recycling-Systems verknüpft sind. 
Gleichzeitig wird MARV-VP40 allerdings nicht gemeinsam mit GP über das Myosin Vb-assoziierte 
Recycling-System transportiert, da die Überexpression des DN MyoVb Tail keine Auswirkungen auf die 
Verteilung von VP40 oder die Formation der Cluster an der PM besaß (5.2.4).  
Wie könnte sich also die Zusammenkunft von MARV-GP und MARV-VP40 im Zusammenspiel mit dem 
Recycling-System abspielen? Vor allem vier Optionen scheinen dabei denkbar, die im Folgenden 
diskutiert werden sollen. Zur besseren Visualisierung sind diese Möglichkeiten zusätzlich in Abb. 6.2 
graphisch dargestellt. 
1) GP und VP40 werden gemeinsam über das endosomale Recycling-System transportiert, 
das in dieser Funktion eine zusätzliche endosomale Plattform für die Formation der viralen 
Hülle darstellt (Inititation der Matrix- und Hüllbildung bereits vor Ankunft an der PM). 
2) GP und VP40 werden gemeinsam über das endosomale Recycling-System transportiert, 
wobei VP40 die endosomalen Membranen durch eine lose Assoziation seiner dimeren 
Formen als eine Art „Shuttle“ zur PM nutzt. Aufgrund der gemeinsamen Ankunft von GP 
und VP40 an der PM wird das GP direkt infolge der Matrixbildung und 
Membranremodellierung durch das VP40 in diesen Bereichen gebunden (Inititation der 
Matrix- und Hüllbildung nach Ankunft an der PM). 
3) VP40 wird nicht über das endosomale Recycling-System transportiert, aber die VP40-
reichen Regionen an der PM bilden Membransubdomänen, die spezifische Zielorte für GP-




haltige Vesikel aus dem RE darstellen. Dadurch wird das GP quasi passiv zu den VP40-
reichen Bereichen gelotst. 
4) GP wird zwar über das endosomale Recycling-System transportiert, aber VP40 besitzt 
keine spezifische Assoziation mit diesem Kompartiment. Die Umverteilung von GP zum 
VP40 basiert daher auf einem Mechanismus, der unabhängig von RE ist. 
 
Option 1 würde eine gute Erklärung für die Beobachtung liefern, dass spezifisch Markerproteine des 
RE in den VP40-Clustern detektiert werden konnten (Abb. 5.3). Durch die beginnende Oligomerisierung 
des VP40 im RE könnten dabei sowohl GP als auch zelluläre Komponenten des RE eingeschlossen 
werden und schließlich mit dem VP40 zur PM transportiert werden. Das zelluläre Recycling-System 
würde in diesem Modell neben den MVBs (Kolesnikova et al., 2002; 2004a; 2004b) eine zweite 
endosomale Plattform für die Bildung der Hülle des MARV darstellen. Für diese These würde auch 
sprechen, dass das Rab11-assoziierte Recycling-System ebenfalls eine wichtige Rolle für den Transport 
des eng verwandten EBOV-VP40 besitzt (Nanbo und Ohba, 2018) und dass in aufgereinigten MARV-
Partikeln Spuren von Rab11 detektiert werden konnten (Kolesnikova et al., 2002). Darüber hinaus 
konnte in Lebendzell-Aufnahmen bereits beobachtet werden, dass GP und VP40 in gemeinsamen 
Strukturen ko-transportiert werden können und beide Proteine außerdem simultan an den gleichen 
Orten der PM einzutreffen scheinen (Mittler, Schudt, Halwe et al., 2018). Eine solche Zusammenkunft 
des Matrixproteins und des Oberflächenproteins im endosomalen Recycling-System wird derzeit auch 
für das env- und das gag-Protein von HIV-1 diskutiert (Checkley et al., 2011; Kirschman et al., 2018). 
Deutlich gegen diese These spricht jedoch, dass die Überexpression des DN MyoVb Tail zwar den 
Transport von MARV-GP inhibiert, aber keinen Effekt auf die Verteilung von VP40 und/oder die Bildung 
von VP40-Clustern an der PM hat (Abb. 5.11 C). Auch ist weiterhin unklar, ob der beobachtete Ko-
Transport von GP und VP40 (Mittler, Schudt, Halwe et al., 2018) tatsächlich in Richtung der PM verlief 
oder andere Regionen in der Zelle zum Ziel hatte bzw. eventuell auch degradative Kompartimente 
zeigte. Zudem konnte eine Kolokalisation von MARV-VP40 und RE-Markerproteinen ausschließlich in 
den an der PM lokalisierten Clustern beobachtet werden (Abb. 5.3). Weder in transfizierten noch in 
MARV-infizierten Zellen konnten außerhalb der Peripherie distinkte VP40-positive Strukturen 
detektiert werden, die in zentralen Zellbereichen fast nur diffus erschienen. Darüber hinaus konnte die 
Assoziation von GFP-Rab11 und VP40 in MARV-infizierten Zellen nicht reproduziert werden, sondern 
Rab11 war fast ausschließlich gemeinsam mit GP in perinukleären und intermediären Regionen 
lokalisiert, während das GP in der Peripherie seine Assoziation mit Rab11 verlor und stattdessen in 
filamentösen VP40-Strukturen zu finden war, in denen kein Rab11 detektiert werden konnte (Abb. 
5.5). Diese Beobachtungen sprechen daher gegen eine beginnende Bildung der viralen Hülle in 
intrazellulären Kompartimenten wie dem Recycling-System. 




In Option 2 würde die VP40-Matrixbildung erst an der PM initiiert, während VP40-Dimere lose mit dem 
RE assoziiert wären und dieses als eine Art „Shuttle“ zur PM nutzen. Dieses Modell würde einerseits 
einen gemeinsamen Ko-Transport von GP und VP40 zulassen, andererseits aber erklären, warum meist 
nur an der PM distinkte VP40-Strukturen detektiert werden können. Gegen diese These spricht 
allerdings erneut, dass die Überexpression des DN MyoVb Tail nicht mit dem Transport von MARV-
VP40 interferiert.  
Option 3 würde diesen Konflikt dahingehend auflösen, dass nur GP, aber nicht VP40, über das 
endosomale Recycling-System transportiert wird. Die VP40-reichen Regionen an der PM könnten 
dennoch spezifische Subdomänen repräsentieren, die als bevorzugte Ziele für GP-haltige 
Transportvesikel aus dem RE dienen. Dies würde erklären, warum GP, die RE-Markerproteine und VP40 
gemeinsam in den Clustern an der PM detektiert werden können, aber nur der Transport von GP und 
der RE-Markerproteine, jedoch nicht der Transport von VP40, durch die MyoVb Tail-induzierte 
Blockade des Recycling-Systems inhibiert wird. Es ist bekannt, dass die PM-Organisation die Bildung 
von Subdomänen mit spezifischer Lipid- und Proteinzusammensetzung einschließt, auch wenn die 
Grundlagen ihrer Genese und Kommunikation mit intra- und extrazellulären Strukturen oft noch nicht 
detailliert aufgeklärt sind. Beispiele für solche Subdomänen sind z.B. die bereits erwähnten „Lipid 
Rafts“, deren Rolle für den Transport von filoviralen Proteinen derzeit diskutiert wird (Bavari et al., 
2002; Lopez et al., 2012), oder auch gitterartige Galectin-Cluster, in denen vor allem Glykoproteine (zu 
denen auch MARV-GP gehört) zu finden sind (Lajoie et al., 2009). Denkbar wäre auch eine Kombination 
aus den Modellen 2 und 3, in dem das Recycling-System nur eine Komponente des Transports von 
VP40 darstellt, das bei Blockade dieses Systems durch MyoVb Tail allerdings auf andere 
„Shuttles“ ausweichen kann. So würde das VP40 auch bei Expression des DN MyoVb Tail noch immer 
zur PM gelangen, könnte aber das GP, das das Recycling-System nicht verlassen kann, nicht mehr 
rekrutieren. 
Schließlich bliebe auch die Möglichkeit, dass der Transport und die Matrixbildung des VP40 
vollkommen unabhängig vom endosomalen Recycling-System verläuft (Option 4). In diesem Modell 
würden GP und VP40 separat zur PM transportiert, an der schließlich GP z.B. durch laterale Diffusion 
in die VP40-reichen Regionen einwandert. Der Einschluss der RE-Markerproteine in den VP40-Clustern 
müsste dabei durch einen mehr oder weniger zufälligen Mechanismus geschehen, der auch andere 
PM-ständige Proteine betreffen würde. Für diese These spricht die eher artifizielle Natur der VP40-
Cluster, die zwar die primäre VP40-Verteilung in transfizierten Zellen repräsentieren, die allerdings 
kaum in infizierten Zellen detektiert werden können und daher wahrscheinlich aufgrund einer 
ineffizienten oder fehlerhaften Freisetzung des VP40 von der PM entstehen. Die zunehmende 
Akkumulation von immer mehr VP40 an der PM könnte schließlich eine fortschreitende  
  






Membranwölbung induzieren, was schließlich auch zum Einschluss von verschiedenen zellulären 
Proteinen führen könnte. Dafür spricht, dass auch weitere zelluläre Komponenten der PM wie 
Cholesterol und das Gangliosid GM1 in den Clustern detektiert werden können (Dolnik et al., 2008; 
Köhler et al., 2015). Scanning-elektronenmikroskopische Analysen dieser GM1-positiven VP40-Cluster 
zeigten, dass es sich hierbei tatsächlich vor allem um starke VP40-induzierte Ansammlungen von 
Membranen handelte. Daher wurde diskutiert, ob die Akkumulation von GM1 in diesen 
Clusterregionen nicht durch eine spezifisch erhöhte Konzentration von GM1 pro Membraneinheit, 
sondern eher durch die erhöhte Menge an Membranen per se aufgetreten sein könnte (Dolnik et al., 
2008). Eine derart unspezifische Akkumulation zellulärer Strukturen in den VP40-Clustern infolge einer 
ineffizienten Freisetzung von VP40-haltigen Partikeln an der PM würde zudem mit der Beobachtung 
übereinstimmen, dass freigesetzte, filamentöse Partikel weitgehend frei von zellulären Bestandteilen 
sind (Kolesnikova et al., 2009). Im Falle einer effizienten Freisetzung scheinen also zelluläre Strukturen 
aus dem „Budding“-Prozess ausgeschlossen zu werden, während im Falle einer ineffizienten 
Freisetzung die Bildung von VP40-Clustern beobachtet werden kann, in denen auch zelluläre Proteine 
Abb. 6.2: Mögliche Transportwege von MARV-GP und -VP40 in Verbindung mit dem endosomalen Recycling-System. 
(1) GP und VP40 werden gemeinsam über das endosomale Recycling-System transportiert, das in dieser Funktion eine 
zusätzliche endosomale Plattform für die Formation der viralen Hülle darstellt (Inititation der Matrix- und Hüllbildung bereits 
vor Ankunft an der PM). (2) GP und VP40 werden gemeinsam über das endosomale Recycling-System transportiert, wobei 
VP40 die endosomalen Membranen durch eine lose Assoziation seiner dimeren Formen als eine Art „Shuttle“ zur PM nutzt. 
Aufgrund der gemeinsamen Ankunft von GP und VP40 an der PM wird das GP direkt infolge der Matrixbildung und 
Membranremodellierung durch das VP40 in diesen Bereichen gebunden (Inititation der Matrix- und Hüllbildung nach 
Ankunft an der PM). (3) VP40 wird nicht über das endosomale Recycling-System transportiert, aber die VP40-reichen 
Regionen an der PM bilden Membransubdomänen, die spezifische Zielorte für GP-haltige Vesikel aus dem RE darstellen. 
Dadurch wird das GP quasi passiv zu den VP40-reichen Bereichen gelotst. (4) GP wird zwar über das endosomale Recycling-
System transportiert, aber VP40 besitzt keine spezifische Assoziation mit diesem Kompartiment. Die Umverteilung von GP 
zum VP40 basiert daher auf einem Mechanismus, der unabhängig von RE ist. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen eher gegen einen Transport von VP40 über das endosomale Recycling-System 
(Optionen 1 und 2) und für einen separaten Transport von GP und VP40 (Option 3 oder 4). 
RE: Recycling Endosom; PM: Plasmamembran. 




detektiert werden können. Dieses Muster könnte auch der Grund für die Lokalisation der fremden 
viralen Glykoproteine in den Clustern sein (Abb. 5.16 C). Dennoch würde diese Erklärung nur teilweise 
auf die Rab-GTPasen zutreffen, die ebenfalls in den Clustern detektiert werden konnten (Abb. 5.3), 
aber im Gegensatz zu den mehr oder minder PM-ständigen Glykoproteinen als Teil ihres GDP/GTP-
Zyklus zwischen verschiedenen Kompartimenten pendeln (Stenmark, 2009). Da die RE-assoziierten 
Rab-GTPasen zwischen dem RE und der PM pendeln, hätten sie nur einen vorrübergehenden Kontakt 
mit der PM, bevor sie wieder zu ihren Donor-Membranen zurückkehren (Stenmark, 2009). Ein 
Einschluss dieser pendelnden Proteine in den VP40-Membranclustern ist daher vor allem vorstellbar, 
wenn die VP40-reichen Regionen gleichzeitig Zielregionen für diese Rab-GTPasen darstellen. Aufgrund 
der höheren Wahrscheinlichkeit, sich in der Nähe des VP40 aufzuhalten, könnte daher ein kurzer 
Kontakt während des Zyklus ausreichen, um in einer dieser Membranwölbungen eingeschlossen zu 
werden. Dies würde allerdings erneut für eine spezifische Verknüpfung der VP40-reichen Regionen mit 
dem endosomalen Recycling-System sprechen, wenn auch eher als Ziel-Subdomäne an der PM und 
nicht als Transit-Kompartiment während des intrazellulären Transports von VP40 (s. Option 3). 
In Bezug auf die Freisetzung des MARV ist bekannt, dass die zusätzliche Expression von NP und GP die 
VP40-induzierte Freisetzung von Partikeln an der PM erhöht (Kolesnikova et al., 2004b; Swenson et al., 
2004; Wenigenrath et al., 2010), wobei sowohl die Rekrutierung von ESCRT-Komponenten durch NP 
als auch der Tetherin-Antagonismus von GP eine Rolle spielen (Dolnik et al., 2010; Gnirß et al., 2014). 
Dennoch sind die detaillierten Prozesse, die letztendlich determinieren, ob es zu einer effizienten 
Partikelfreisetzung wie in MARV-infizierten Zellen kommt oder ob sich die für transfizierte Zellen 
charakteristischen VP40-Cluster bilden, weitgehend unbekannt. Um diese Frage zu beantworten, 
könnten zukünftige Studien darauf abzielen, die Interaktion von VP40 mit zellulären Komponenten 
näher zu charakterisieren und dabei insbesondere zu analysieren, welches Milieu an zellulären (und 
viralen) Faktoren für eine Anreicherung von VP40 an der PM sowie für eine anschließende effiziente 
Freisetzung benötigt wird. Neben zellulären Proteinen sind in den letzten Jahren auch Hinweise 
gefunden worden, dass bestimmte Lipidkompositionen die Matrixbildung von VP40 begünstigen 
(Wijesinghe und Stahelin, 2015; Wijesinghe et al., 2017; Bhattarai et al., 2017). Im Hinblick auf GP und 
die Bildung der MARV-Hülle ergibt sich vor diesem Hintergrund die Frage, ob vielleicht auch GP 
präferentiell in genau den Lipidmikrodomänen lokalisiert ist, die auch letztlich für die Matrixbildung 
von VP40 benötigt werden. Ein Phospholipid, für das eine wichtige Rolle bei der VP40-Matrixbildung 
gezeigt werden konnte, ist das PS (Wijesinghe und Stahelin, 2015; Wijesinghe et al., 2017), das nicht 
nur an der inneren Seite der PM zu finden ist, sondern interessanterweise auch in RE angereichert und 
in Transportprozesse eingebunden ist (Yeung et al., 2008; Fairn et al., 2011; Uchida et al., 2011; Lee et 
al., 2015; Tanaka et al., 2016). Daraus ließe sich eine weitere mögliche Hypothese zur Bildung der Hülle 




des MARV formulieren, die den in dieser Arbeit beobachteten Transport von GP über RE mit der 
Affinität von VP40 zu bestimmten Lipiden wie PS verbindet. 
 
Die Zusammenkunft von GP und VP40 im Vorfeld der Bildung der viralen Hülle stellt einen wesentlichen 
Schritt bei der Produktion infektiöser Virionen dar. Das Verständnis dieses Prozesses ist daher auch im 
Hinblick auf potentielle antivirale Interventionsmöglichkeiten ein wichtiges Aufgabenfeld weiterer 
Forschung zum MARV. Unabhängig davon, ob VP40 selbst RE für seinen Transport nutzt, könnte eine 
spezifische Rekrutierung von RE zu den VP40-angereicherten Membranregionen eine Strategie des 
MARV darstellen, um das GP aus dem Recycling-System zu den viralen „Budding-Sites“ zu lotsen. Es 
wird allerdings weiteren, eingehenden Untersuchungen obliegen, die genauen Mechanismen 
aufzuklären, die die Matrixbildung des VP40 an der PM und die Rekrutierung von GP zu diesen 
Membranregionen steuern und welche Rolle endosomalen Kompartimenten bei diesem Prozess im 
Detail zukommt.  
 
6.5    Die Rolle des Myosin Vb-assoziierten Recycling-Systems für den Transport 
weiterer viraler Oberflächenproteine 
Die Beobachtung, dass neben dem MARV-GP in den hier durchgeführten Versuchen auch das EBOV-
GP, das NiV-G, das IAV-HA sowie in abgeschwächter Form auch das NiV-F und das VSV-G eine 
Sensibilität gegenüber der Überexpression des MyoVb Tail zeigten, spricht dafür, dass all diese viralen 
Oberflächenproteine Transportwegen folgen, die zumindest partiell mit dem Myosin Vb-assoziierten 
Recycling-System überlappen. Auf den ersten Blick erscheint dies für einige dieser Proteine 
nachvollziehbar, da bspw. für das NiV-F und das VSV-G ein Transit des RE gezeigt ist (Ang et al., 2004; 
Nokes et al., 2008; Diederich et al., 2012). Auch das NiV-G erfährt eine, wenn auch im Vergleich mit 
NiV-F langsamere, Re-Endozytose und passiert wahrscheinlich auf dem Weg zurück zur PM das 
Recycling-System (Vogt et al., 2005). Das VSV-G hingegen folgt in polarisierten Zellen als basolateral 
sortiertes Protein einer über das CRE verlaufenden Route, die nicht sensititv gegenüber der 
Überexpression des Myosin Vb Tail ist (Cresawn et al., 2007). Auch für das apikale IAV-HA konnte 
bereits gezeigt werden, dass es in polarisierten MDCK-Zellen keine Sensibilität gegenüber der Blockade 
des ARE-Transportwegs durch das MyoVb Tail zeigt und stattdessen über apikale frühe Endosomen zur 
PM gelangt (Cresawn et al., 2007). Allerdings sind all diese Studien in polarisierten Zellen durchgeführt 
worden, in denen die endosomalen Kompartimente einer biochemischen und physischen Trennung in 
apikale und basolaterale Subtypen unterliegen. So ist das endosomale Recycling-System in 
polarisierten Zellen in das ARE und das CRE unterteilt, neben denen zusätzlich apikale und basolaterale 
frühe Endosomen existieren (Ellis et al., 2006; Weisz und Rodriguez-Boulan, 2009; Ang und Fölsch, 




2012; Stoops und Caplan, 2014). Im Gegensatz dazu sind diese Transportwege in unpolarisierten Zellen 
mehr oder weniger überlappend. Aus diesem Grund ist es gut denkbar, dass die Überexpression des 
MyoVb Tail in unpolarisierten Zellen auch Transportrouten von Proteinen betrifft, die in polarisierten 
Zellen einen ARE- und damit MyoVb-unabhängigen Transport nutzen. Experimentell ist diese These 
bereits für das Recycling von Tfn gezeigt, das in polarisierten Zellen das Rab11-negative CRE passiert 
und dabei keine Sensitivität gegenüber dem DN MyoVb Tail aufweist, während das Tfn-Recycling in 
unpolarisierten Zellen über Rab11-positive RE verläuft und durch die Überexpression von MyoVb Tail 
inhibiert wird (Ullrich et al., 1996; Wang et al., 2000; Lapierre et al., 2001). Auch für das VSV-G ist eine 
Sensitivtät gegenüber DN Rab11-Mutanten gezeigt, obwohl es in polarisierten Zellen über das CRE 
transportiert wird (Chen et al., 1998; Ang et al., 2004; Ang und Fölsch, 2012). Zudem wurde in 6.3.2 
bereits die unterschiedliche Abhängigkeit des MeV/MuV-Nukleokapsid-Transports von Rab11 in 
polarisierten und unpolarisierten Zellen diskutiert (Nakatsu et al., 2013). 
Vor diesem Hintergrund sind die umfassenden Effekte des MyoVb Tails auf alle untersuchten viralen 
Oberflächenproteine am wahrscheinlichsten damit zu erklären, dass alle diese Proteine in 
unpolarisierten Zellen auf ihrem Weg zur PM in Kontakt mit Myosin Vb-positiven Kompartimenten 
kommen. Denkt man diese These etwas weiter, könnte dies sogar ein Hinweis sein, dass das 
endosomale Recycling-System generell in unpolarisierten Zellen enger mit dem sekretorischen Pfad 
zusammenhängen könnte als bisher angenommen und somit möglicherweise auch viele zelluläre 
Proteine das Recycling-System auf dem Weg zur PM passieren. Für eine Reihe zellulärer Proteine wie 
den TfR oder das E-Cadherin konnte ein Transit des RE in unpolarisierten Zellen auch tatsächlich bereits 
gezeigt werden (Futter et al., 1995; Lock und Stow, 2005). Dennoch sind weitere Experimente 
notwendig, um die genaue Verflechtung dieses endosomalen Kompartiments mit dem Transport von 
verschiedenen zellulären und viralen Proteinen zur Zelloberfläche im Detail aufzudecken. 
 
6.6    Abschließende Bemerkungen 
Das Ziel dieser Arbeit war es, den Transport des MARV-GP zwischen dem Golgi-Apparat und der PM 
näher zu charakterisieren. Dabei konnte eine bisher unbekannte Rolle des endosomalen Recycling-
Systems aufgedeckt werden, dessen funktionelle Ablation zu einer Inhibition des 
Oberflächentransports von GP führte. Auch wenn diese Erkenntnis einen Schritt zum besseren 
Verständnis der intrazellulären Transportrouten des MARV-GP darstellt, bleiben noch viele Fragen 
offen, die in zukünftigen Experimente adressiert werden sollten. 
 
Eine dieser Fragen betrifft die Art von Transportsignalen, die die Beförderung des MARV-GP zur PM 
vermitteln. Es wurde bereits gezeigt, dass die TMD von MARV-GP ein wichtiges Signal für die 
Relokalisation von GP in die VP40-Cluster und für die anschließende Inkorporation in neue Partikel 




besitzt (Kolesnikova et al., 2004b; Mittler et al., 2007; 2013). Unbekannt ist allerdings, ob die TMD das 
einzige Sortierungssignal für MARV-GP darstellt oder ob noch weitere, möglicherweise auch 
synergistische oder konkurrierende, Signale existieren. Wie bereits an anderer Stelle diskutiert, sind 
die wichtigsten Sortierungssignale für apikale Proteine wie das MARV-GP vor allem in der TMD oder in 
spezifischen N- bzw. O-Glykanen zu finden (Weisz und Rodriguez-Boulan, 2009). 
Für das eng verwandte GP des EBOV konnte gezeigt werden, dass die N-Glykane an den Positionen 
N563 und N618 essentiell für den Transport und die Inkorporation in neue Viruspartikel sind 
(Lennemann et al., 2015; Wang et al., 2017). Da diese N-Glykosylierungsstellen auch im MARV-GP 
konserviert sind (N564 bzw. N619), liegt es nahe, zu spekulieren, dass diese N-Glykane hier ähnliche 
Funktionen besitzen. Zudem befinden sie sich an einer für die Fusionsaktivität des GP wichtigen Stelle 
am Beginn der NHR/CHR, die durch die Glykosylierung wahrscheinlich vor dem Immunsystem 
abgeschirmt werden. Die Verknüpfung dieser Glykane mit einer zusätzlichen Rolle als Transportsignal 
könnte vielleicht eine Art Qualitätskontrolle darstellen, damit nur solches GP zur Oberfläche und in 
neue Partikel gelangt, dessen fusionsaktive Domänen einerseits korrekt gefaltet und andererseits 
gleichzeitig vor dem Immunsystem abgeschirmt sind. Zellbiologische Studien in polarisierten Zellen 
haben gezeigt, dass der N-Glykan-abhängige Transport von apikalen Proteinen durch das Myosin Vb-
assoziierte ARE führt (Potter et al., 2004; 2006; Cresawn et al., 2007; Weisz und Rodriguez-Boulan, 
2009), was sich mit der in dieser Arbeit gezeigten Sensitivität von MARV-GP gegenüber dem DN MyoVb 
Tail decken würde. Zudem wurde für MARV-GP bereits gezeigt, dass die generelle Inhibition der N-
Glykosylierung durch Tunicamycin den Oberflächentransport blockiert (Becker et al., 1996). Aus 
diesem Grund wäre eine genauere Untersuchung der Rolle von N-Glykanen, insbesondere an den 
Stellen N564 und N619, für den Transport von MARV-GP ein vielversprechender Ansatz. 
Eine weitere Möglichkeit wäre ein Lipid-Raft-vermittelter Transport, der für die filoviralen 
Glykoproteine aufgrund divergenter Ergebnisse Gegenstand einer aktuellen Debatte ist (Bavari et al., 
2002; Lopez et al., 2012; Mittler et al., 2013). Als Signal für die Sortierung in Lipid Rafts käme erneut 
die hydrophobe und acylierte TMD von MARV-GP infrage. Allerdings konnte bereits gezeigt werden, 
dass die Acylierung von GP am C-terminalen Ende der TMD gemeinsam mit der kurzen CD eher eine 
stabilisierende Funktion für die Proteinstruktur besitzt und keinen Einfluss auf die Inkorporation von 
GP in VLPs ausübt (Mittler et al., 2013). Mit spezifischen Cholesterol-bindenden Motiven wurden 
kürzlich weitere Möglichkeiten entdeckt, wie Proteine mit Membrankomponenten interagieren 
können (Li und Papadopoulos, 1998; Baier et al., 2011; Fantini et al., 2016). Das sog. CRAC („cholesterol 
recognition/interaction amino acid consensus“) -Motiv besteht dabei aus der Konsensussequenz 
„(L/V)-X1−5-(Y)-X1−5-(K/R)“ und ist meistens an dem zur Membraninnenseite gerichteten Abschnitt der 
TMD der Cholesterol-bindenden Proteine lokalisiert. Mit dem CARC-Motiv existiert daneben ein 
gespiegeltes Analogon des CRAC-Motivs mit der Konsensus-Sequenz „(K/R)-X1−5-(Y/F)-X1−5-(L/V)“ an 




dem zur Membranaußenseite gerichteten Abschnitt der TMD (Baier et al., 2011; Fantini et al., 2016). 
Zudem deuten Mutationsexperimente darauf hin, dass die zentrale AS im CARC-Motiv durch eine 
beliebige aromatische AS, also auch W ersetzt werden kann (Fantini et al., 2016). Dass diese 
Cholesterol-bindenden Motive auch für virale Proteine eine Bedeutung haben können, konnte für das 
IAV-HA gezeigt werden, dessen Transport und Lokalisation in Lipid Rafts u.a. von der Bindung an 
Cholesterol abhängt (de Vries et al., 2015). Schaut man sich die Sequenz der TMD des MARV-GP 
genauer an, findet sich am Übergang der ED zur TMD die Sequenz „KWWTSDWGVL“, die in die 
Definition des (um W erweiterten) CARC-Motivs passen würde. Interessant wird diese Beobachtung 
insbesondere vor dem Hintergrund, dass das zelluläre Cholesterol-Recycling auch mit Rab8 und Myosin 
Vb zusammenzuhängen scheint (Kanerva et al., 2013). 
Schließlich ist es auch möglich, dass MARV-GP all diese potentiellen Sortierungssginale und damit 
verschiedene Transportwege zur PM nutzt. Um die genauen intrazellulären Routen des GP-Transports 
aufzudecken, bilden die o.g. potentiellen Transportsignale gute Ansatzpunkte für weiterführende 
Studien.  
Das MARV-GP besitzt als einziges Oberflächenprotein des MARV essentielle Funktionen für den Eintritt 
der Viren in die Zielzellen sowie deren Infektion. Aus diesem Grund kann ein besseres Verständnis der 
Transportmechanismen, die zu einer korrekten Inkorporation des GP in neue Viruspartikel führen, 
letztlich die Grundlage für die Identifizierung neuer, potentieller Interventionsmöglichkeiten gegen das 
hochpathogene MARV ermöglichen. 
 
Das Arbeitsmodell des GP-Transports unter Berücksichtigung der Ergebnisse dieser Arbeit ist 
abschließend in Abb. 6.3 noch einmal bildlich zusammengefasst. 
 




















Abb. 6.3: Arbeitsmodell des intrazellulären Transports von MARV-GP. 
MARV-GP wird als Typ I-Transmembranprotein im rER synthetisiert und über den klassischen sekretorischen Transportweg 
weiter zum Golgi-Apparat transportiert. (A) Bei solitärer Expression passiert GP das endosomale Recycling-System, in dem 
es mit dem TfR, Rab11 und Myosin Vb kolokalisiert, und wird anschließend von dort weiter zur PM transportiert. Der 
Weitertransport zur PM kann durch die funktionelle Ablation des endosomalen Recycling-Systems infogle der Expression 
des DN Myosin Vb Tail inhibiert werden. Die kleine GTPase Rab11 ist zwar in den RE präsent, spielt aber keine funktionelle 
Rolle im Transport von GP, der durch eine alternative Rab-GTPase reguliert werden könnte. (B) In Koexpression mit dem 
Matrixprotein VP40 folgt GP dem gleichen Transportweg wie in (A), während VP40 im Zytoplasma synthetisiert wird und 
zunächst mit kleinen Vesikeln und MVBs assoziiert. Von dort wird VP40 separat über einen Transportweg, der nicht sensitiv 
gegenüber dem DN Myosin Vb Tail ist, zur PM transportiert. An der PM rekrutiert VP40 das GP zu den viralen „Budding-
Sites“ an Filopodien. Auch der Transport von GP zu den VP40-angereicherten Regionen an der PM kann durch die Inhibition 
des endosomalen Recycling-Systems durch das DN Myosin Vb Tail blockiert werden. 
N: Nukleus; rER: raues endoplasmatisches Retikulum; RE: Recycling Endosom; MVB: Multivesikulärer Körper;                                           
Tfr: Transferrin-Rezeptor. 
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MUC1 Mucin 1 





MuV Mumps Virus 
MVB Multivesikulärer Körper („Multivesicular Body“) 
MyoVxT Myosin V x Tail 
NC Nukleokapsid 
NHP Nicht-menschliche Primaten („non-human primates”) 
NHR N-terminales Heptadenmuster („N-terminal heptad repeat“) 
NiV Nipah Virus 
NP Nukleoprotein 
NPC-1 Niemann-Pick C1 
ns nicht signifikant 
N-Terminus Amino-Terminus 
OBA Oberflächen-Biotinylierungs-Assay 
OLR Offener Leserahmen 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PCC Pearson’s Korrelationskoeffizient 
PCR Polymerase-Kettenreaktion („polymerase chain reaction“) 
Pen Penicillin 
PFU „plaque forming units“ 
PM Plasmamembran 
PTC primäre proximale Tubuluszellen 
PS Phosphatidylserin 
preGPER GP „precursor“ (ER-Form) 
Rab „Ras-related protein in brain” 
Rab FIP „Rab family interacting protein“ 
RAVV Raven Virus 
RBD Rezeptorbindende Domäne 
RE Recycling Endosom 
RESTV Reston Virus 
RNA Ribonukleinsäure 
RNP Ribonukleoprotein 
RSV Respiratorisches Synzytialvirus 
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
siRNA „small interfering RNA“ 
SNARE „soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor” 
SOPs  „Standard Operation Procedures“ 
Strep Streptomycin 
SUDV Sudan Virus 
TAFV Taï Forest Virus 
TCID50 „Tissue Culture Infectious Dose 50“ 
TfR Transferrin-Rezeptor 
TIM-1 „T-cell immunoglobulin and mucin domain 1“ 
TIRF  „total internal reflection fluorescence“ 
TGN trans-Golgi-Netzwerk 
TGN46 „trans Golgi network protein 2” 
TMD Transmembrandomäne 





Tsg101 „tumor susceptibility gene 101“ 
VAMP3 „vesicle associated membrane protein 3” 
VIP36 „vesicular integral-membrane protein 36“ 
VLP Virus-ähnliches Partikel („virus like particle“) 
VP Virusprotein 
Vps4 „vacuolar protein sorting-associated protein 4“ 
vRNA virale RNA 
VSV Vesikuläres Stomatitis Virus 
rVSV rekombinantes VSV 
VLDL „very low density lipoprotein“ 
vpu „viral protein U“ (HIV) 
WB Western Blot 
WHO „World Health Organization“ 
WNV West-Nil Virus 
wt Wildtyp 
λ Lambda (Wellenlänge) 
 
 
Die Abkürzungen für SI-Einheiten, Nukleotide und Aminosäuren stimmen mit international gültigen 
Normen überein. Die Abkürzungen der chemischen Substanzen wurden im Materialteil aufgeführt. 
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